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Resumen/Abstract.

 RESUMEN 
 
 El remodelado cardiovascular es un proceso fundamental que tiene lugar tanto de forma 
natural en el desarrollo de los seres vivos, como en respuesta a diversas situaciones patológicas, 
y en muchas situaciones ejerce un papel significativo en el desarrollo y progresión de las 
mismas. De entre los distintos factores desencadenantes, que inducen variaciones en la forma y 
la composición de los elementos del sistema cardiovascular, el factor vasoactivo Óxido Nítrico 
(NO), una de las principales moléculas implicadas en el mantenimiento de la homeostasis 
cardiovascular, es un factor decisivo sobre el que la regulación en su producción puede 
desencadenar efectos opuestos en cuanto a la progresión o la regresión de la enfermedad. De 
entre todas las patologías cardiovasculares en las que se ha puesto de manifiesto la implicación 
del NO, nosotros nos hemos centrado en tres situaciones de especial incidencia en la población 
como son la aterosclerosis, la formación de aneurismas de aorta abdominal, y la enfermedad 
miocárdica isquémica, con la finalidad primordial de elucidar las distintas rutas de señalización 
por las que el NO ejerce su papel en las mismas y, poder de esta manera disponer de nuevas 
moléculas diana con las que tener la capacidad de  desarrollar en un futuro nuevas terapias de 
actuación, prevención o diagnóstico de las mismas. Como a continuación desarrollaremos, en el 
presente trabajo hemos sido capaces de describir varias de estas dianas, principalmente 
enzimas proteolíticas y moléculas relacionadas con la cascada de señalización proteolítica 
encaminadas a reestructurar la matriz extracelular. 
 
Como veremos a continuación, el presente trabajo lo hemos estructurado en tres 
proyectos, correspondientes a las distintas situaciones patológicas del estudio. En el primer 
proyecto hemos descrito que la aterosclerosis desencadenada en un modelo murino deficiente 
en el gen de apoE, se encuentra significativamente agraviada por la ausencia del gen que 
codifica para la Óxido Nítrico Sintasa endotelial (eNOS, NOS3), proceso íntimamente asociado a 
la inhibición en la expresión de la metaloproteinasa de matriz extracelular MMP-13. En este 
proyecto nosotros revelamos por primera vez el efecto que MMP-13 ejerce sobre la adhesión 
monocitaria a la pared endotelial del vaso, habiendo sido capaces de demostrar la capacidad de 
MMP-13 para digerir ICAM-1, proteína de adhesión que interviene en la infiltración monocitaria a 
través del vaso durante los estadios iniciales de la aterosclerosis, y por tanto, se asocia con un 
incremento significativo de la adhesión monocitaria y por ende, a una aterosclerosis más severa.  
 
En el segundo proyecto, hemos demostrado la implicación del NO producido por la 
enzima Óxido Nítrico Sintasa inducible (iNOS), en la progresión de aneurismas de aorta 
abdominal, patología en la que el remodelado arterial es clave en el inicio del proceso. La 
ausencia de NO ejerce un significativo papel protector en un modelo murino de aneurisma de 
aorta abdominal desarrollado en nuestro laboratorio, demostrando que al menos una de las rutas 
de señalización por las que el NO ejerce su papel, es a través de la activación de la 
recientemente descrita molécula denominada EMMPRIN, un activador de la expresión y 
actividad de distintas MMPs, efectores principales en el debilitamiento de la pared arterial. La 
relevancia más significativa del proyecto reside en que el estudio ha sido realizado también a 
partir de muestras de pacientes afectados por esta patología, habiendo descubierto que también 
en humanos se produce una correlación directa entre la expresión de esta molécula señalizadora 
con el incremento del diámetro arterial. Por todo ello, EMMPRIN puede barajarse como un nuevo 
marcador no solo para el diagnóstico de esta enfermedad, sino de forma más importante como 
factor predictivo de su progresión hacia situaciones en las que la cirugía es un requerimiento 
indispensable.  
 
IX 
X 
Por último, en el tercer proyecto hemos descrito cómo, en contraposición con lo que 
sucede en la aorta abdominal, en un modelo murino de isquemia/reperfusión el óxido nítrico 
ejerce un efecto cardioprotector, tal y como había sido descrito de forma previa. Aunque la base 
molecular del efecto era desconocida, nuestro trabajo aporta luz al respecto, al haber 
caracterizado de forma concisa el efecto negativo que el NO ejerce en los cardiomiocitos de 
ratones infartados. El NO regula negativamente la expresión y actividad de EMMPRIN, tanto de 
forma transcripcional como postranscripcional, revelando de forma significativa la reducción en la 
actividad de otra metaloproteasa: MMP-9, y cuya actividad es crucial para la progresión de la 
muerte celular tras el infarto de miocardio. Lo más significativo de este último proyecto ha sido 
poder detectar cómo la inhibición de EMMPRIN, mediante la inyección de anticuerpos 
específicos, inhibe la expresión de MMP-9 y recupera el valor de la fracción de eyección de 
forma significativa, en los ratones tratados vs. su control, poniendo a esta proteína reguladora 
como posible candidato serio a tener en cuenta en el tratamiento de pacientes afectados de 
infarto de miocardio.  
 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican el papel fundamental del NO durante el 
desarrollo de diversas patologías cardiovasculares, y el efecto que juega en la activación o 
inhibición moléculas clave en la progresión o la inhibición de los estados patológicos. Por todo 
ello, nosotros consideramos que la capacidad para poder regular la biodisponibilidad de NO 
puede por tanto llegar a ser determinante en el seguimiento y control del desarrollo de las 
patologías cardiovasculares que han sido objeto de nuestro estudio.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Cardiovascular remodeling is a fundamental process that occurs both naturally in the 
development of living beings and in the response to various pathological situations; in many 
situations it also plays a significant role in the development and progression of these pathologies. 
Among the different triggers that induce variations in the shape and composition of the 
cardiovascular system’s elements, the vasoactive factor nitric oxide (NO), one of the major 
molecules involved in the maintenance of cardiovascular homeostasis, is a decisive factor since 
the regulation of its production may trigger opposite effects regarding the progression or 
regression of the disease. Among all the cardiovascular diseases in which NO plays a key role,  
we have focused on three areas of special incidence in the population such as atherosclerosis, 
the formation of abdominal aortic aneurysms, and ischemic myocardial disease, with the primary 
purpose of elucidating the various signaling pathways by which NO exerts its role, and, 
subsequently, trying to provide new target molecules that may help to develop new therapies or 
tools for clinical intervention, prevention or diagnosis. In the present work we have been able to 
describe several of these targets, particularly proteolytic enzymes and molecules associated with 
proteolytic signaling cascade that are aimed at restructuring the extracellular matrix. 
 
As shown below, the present work has been structured in three projects; each one 
focused in one the pathological conditions of the study. In the first project, we have described that 
triggered atherosclerosis in a mouse model deficient in apoE gene, become significantly worse by 
the absence of the gene encoding for endothelial nitric oxide synthase (eNOS, NOS3), a process 
closely associated with the inhibition in the expression of extracellular matrix metalloproteinase 
MMP-13. In this project we disclosed for the first time the effect of MMP-13 on the monocyte 
adhesion to the endothelial wall of the vessel, having been able to demonstrate the ability of 
MMP-13 to digest ICAM-1 adhesion protein which is involved in the monocyte infiltration through 
the vessel during the initial stages of atherosclerosis, and therefore, is associated with a 
significant increase in monocyte adhesion resultin in a more severe atherosclerosis. 
 
In the second project, we have demonstrated the involvement of NO produced by the 
enzyme inducible nitric oxide synthase (iNOS) in the progression of abdominal aortic aneurysms, 
disease in which arterial remodeling is key in starting the process. The absence of NO exerts a 
significant protective role in a murine model of abdominal aortic aneurysm developed in our 
laboratory, showing that at least one of the signaling pathways by which NO exerts its role is 
through the activation of recently described molecule called EMMPRIN, an activator of the 
expression and activity of various MMPs, key effectors in the weakening of the arterial wall. The 
most relevant finding of the project is that the study was also conducted on samples of patients 
affected by this disease, having discovered that, in humans, there is a direct correlation between 
the expression of this signaling molecule with an increased arterial diameter. Therefore, we 
propose tha EMMPRIN can be considered as a new marker not only for the diagnosis of this 
disease, but more importantly as a predictor of progression to situations in which surgery is an 
absolute requirement. 
 
Finally, in the third project, we have described how, in contrast to what has been 
previously described to happen in the abdominal aorta in a murine model of ischemia / 
reperfusion, nitric oxide do exert a cardioprotective effect. Although the molecular basis of this 
effect was unknown, our work shed some light on the proble by our demonstration of  the 
negative effect that NO exerts in cardiomyocytes of infarcted mice. NO negatively regulates 
EMMPRIN expression and activity both at transcriptional and posttranscriptional levels, revealing 
a significant reduction in the activity of another metalloproteinase, MMP-9, whose activity is 
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crucial for the progression of cell death after myocardial infarction. The most significant finding of 
this project was detecting how EMMPRIN inhibition by specific antibody injection inhibits the 
expression of MMP-9 and returns values of ejection fraction significantly in infarcted mice; 
seriously suggesting this regulatory protein as a potential therapeutical target to be considered in 
the treatment of patients suffering from myocardial infarction.  
 
The results of these works support the crucial role of NO during the development of 
various cardiovascular diseases, and explain the effect that NO plays in the activation or inhibition 
of key molecules on the inhibition or progression of these pathological processes. Therefore, we 
consider the capacity to regulate the bioavailability of NO may therefore become crucial to follow 
and control of the development of the cardiovascular diseases that have been the subject of our 
study.  
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  1.- Introducción. 
 
 
 
 
Desde los años 70, en los que nació lo que conocemos como biología vascular [1], se 
han hecho grandes avances en la comprensión del funcionamiento del sistema cardiovascular, 
tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Así por ejemplo, se han abierto vías de 
tratamiento gracias al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas y la aplicación de las 
nuevas tecnologías ha permitido la aparición de técnicas de monitorización no invasivas cada 
vez más sofisticadas. A pesar de ello, de acuerdo con la Sociedad Americana del Corazón 
(AHA), en el año 2006 la ocurrencia de enfermedades cardiovasculares afectó a 80 millones de 
estadounidenses y produjo la muerte como causa directa, a más de 840.000 habitantes. 
Actualmente es la primera causa de muerte y discapacidad en los países desarrollados [2].  
 
La aterotrombosis, tanto oclusiva (aterosclerosis) como expansiva (aneurismas), es una 
enfermedad inflamatoria compleja de origen multifactorial, por lo que el desarrollo de nuevas 
tecnologías ha permitido el descubrimiento de biomarcadores para la detección temprana de 
esta enfermedad, que en muchos casos es silente. La investigación en la prevención de la 
enfermedad debería ser el foco principal hoy en día; no sólo desarrollando estrategias de 
defensa para luchar contra la misma, sino buscando e identificando mecanismos endógenos que 
permitan mantener al individuo en un estado óptimo de salud. A este respecto, el uso de 
tecnologías de alto rendimiento, tanto proteómicas como genómicas, servirán para la 
identificación de nuevos patrones de biomarcadores que, asociados con los factores de riesgo y 
técnicas de imagen, ayudarán a la identificación de pacientes de riesgo, a monitorizar los efectos 
de los agentes farmacológicos y también, podrán servir para descubrir rutas de señalización que 
mantienen el estado de salud de la población. 
 
 
1.- Procesos de remodelación cardiovascular. 
 
1.1.- Remodelación de los vasos sanguíneos. 
 
La remodelación de la pared de los vasos sanguíneos es un fenómeno que tiene lugar 
de forma generalizada en respuesta a un estímulo, y tiene como consecuencia la manifestación 
de cambios significativos en cuanto a la morfología y/o la composición del vaso donde se 
produce (Figura 1). El remodelado es un fenómeno dinámico que tiene lugar durante el 
desarrollo fisiológico de los seres vivos y en general, está encaminado a la formación o a la 
destrucción del número de vasos sanguíneos. En este contexto existen dos procesos fisiológicos 
bien descritos como son la vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis es el proceso 
de formación de vasos de novo. Inicialmente se pensaba que sólo tenía lugar durante el 
desarrollo embrionario, a partir del reclutamiento de células del mesodermo que se diferencian a 
células endoteliales y se ensamblan posteriormente formando nuevos vasos, aunque ya se ha 
demostrado que también ocurre en el individuo adulto [3]. La angiogénesis es el proceso de 
formación de nuevos vasos a partir de otros preexistentes, siendo éste un proceso que se da de 
forma natural tanto durante el desarrollo, como en el crecimiento, o durante la reparación de un 
daño, incluido el vascular, como respuesta a distintas situaciones patológicas como el cáncer o 
durante la ocurrencia de distintas enfermedades cardiovasculares. 
 
Los procesos de remodelación, incluida la angiogénesis, también ocurren como 
consecuencia de diversas situaciones patológicas, entre las que cabe destacar la hipertensión 
arterial, la aterosclerosis, la ocurrencia de aneurismas, o el infarto de miocardio entre otras. 
Existen factores de riesgo comunes en las patologías aterotrombóticas como son el género 
(masculino), la edad, el tabaquismo, la susceptibilidad genética, la composición lipídica en 
sangre circulante, la propia hipertensión arterial, y la diabetes [4]. Es por ello que caracterizar en 
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profundidad los cambios que suceden a nivel molecular durante el remodelado de la matriz 
extracelular, es para nosotros de crucial importancia; no sólo para conocer de forma concisa el 
origen de estas patologías, sino de forma especial, para poder incidir en las mismas al disponer 
de biomarcadores candidatos que permiten un mejor diagnóstico y/o un tratamiento de las 
mismas de forma precisa.  
 
Figura 1.- Tipos de remodelado vascular. 
 
1.2.- Remodelación cardiaca. 
 
La remodelación cardiaca, desde el punto de vista clínico, se define como el conjunto de 
cambios en el tamaño, forma y función del corazón, que aparecen como resultado de la carga 
cardiaca o de un daño producido. La remodelación cardiaca puede surgir en respuesta a 
cambios en la expresión génica de las células cardiacas, lo que conlleva cambios moleculares, 
celulares e intersticiales [5, 6].  
 
Existen múltiples patologías que pueden desencadenar este proceso, como el infarto de 
miocardio, la sobrecarga en la presión vascular (estenosis aórtica o hipertensión), la enfermedad 
inflamatoria del miocardio (miocarditis) o la cardiomiopatía dilatada idiopática (regurgitación 
valvular), siendo el remodelado la respuesta a los cambios en los componentes moleculares y 
celulares del corazón, y en los mediadores que dirigen el control homeostático. Aunque las 
enfermedades anteriormente señaladas poseen una etiología diferente, todas ellas comparten 
vías de señalización similares que intervienen en el proceso de remodelación, siendo 
fundamental en el proceso el papel de los cardiomiocitos, los fibroblastos, la matriz extracelular, 
con el colágeno como componente principal, y las enzimas proteolíticas degradativas de la 
matriz [7, 8]. 
 
Tras un evento isquémico asociado con la muerte del músculo cardiaco, se inicia un 
proceso inflamatorio que cursa inicialmente con la remodelación tanto de la zona necrótica como 
del tejido sano. Se producirá la activación de metaloproteasas que degradarán la matriz 
extracelular y la vasculatura coronaria [9], se infiltrarán células inflamatorias (macrófagos y 
monocitos), que además de contribuir a la degradación del tejido necrótico mediante fagocitosis y 
proteolisis, sintetizarán una alta concentración de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 
(ROS y RNS). Finalmente, la fibrogénesis inducida tanto por las ROS como por el TGF-β1 [10, 
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11], tiene como función la formación de la cicatriz en la zona dañada, y sus aledaños [12]. Las 
ROS y las RNS, que son parte del objeto de estudio de esta tesis, provocarán cambios en la 
expresión génica de las células tanto próximas como distales a la zona infartada, promoverán la 
respuesta inflamatoria, provocarán la apoptosis de cardiomiocitos e inducirán la fibrogénesis, la 
proliferación celular y la hipertrofia del tejido cardiaco [5]. 
 
1.3.- La matriz extracelular.  
 
La matriz extracelular (ECM) es una red tridimensional que se forma alrededor de las 
células de diferentes tejidos siendo específica, en su composición y estructura, en función del 
órgano o tejido del que forma parte. Existe una gran variedad de moléculas que pueden formar 
parte de la ECM, siendo éstas fundamentalmente de naturaleza estructural o adhesiva: las 
proteínas fibrosas como colágenos (que se divide en 6 familias y 29 subtipos clasificados), 
elastinas, fibronectinas y lamininas; y los glicosaminoglicanos compuestos de heparán sulfato, 
condroitín sulfato, keratán sulfato o ácido hialurónico [13, 14]. Inicialmente se pensó que la 
función de la matriz era sólo de tipo estructural, confiriendo la necesaria resistencia mecánica a 
los tejidos y órganos, aunque hoy en día se ha demostrado que su función es mucho más 
compleja. Es una estructura dinámica que interacciona con las células y activa cascadas de 
señalización en función del estado celular o de las señales que recibe, habiéndose demostrado 
su importancia en la modulación de la adhesión, migración, proliferación, diferenciación y 
supervivencia celular [15, 16]. Además, y en función de su composición, al estar compuesta por 
elementos reguladores de muy diversas cascadas de señalización, como factores de crecimiento 
y citoquinas de diferente naturaleza, la matriz extracelular es hoy objeto primordial de estudio, 
por su implicación decisiva durante el disparo de anomalías asociadas a diversas patologías, 
incluidas las cardiovasculares. 
 
La función de la ECM no sólo depende de qué moléculas componen la red 
tridimensional, sino también de su organización espacial. La regulación es tan fina que la 
modificación de un simple aminoácido en una molécula puede conllevar cambios en las 
propiedades fisicoquímicas del tejido, además de cambios en el fenotipo celular o de las 
interacciones de las células con la matriz que las circunda. Presumiblemente no hay enfermedad 
en la que no haya cambios cualitativos o cuantitativos de la ECM, pudiendo causar la 
enfermedad, por ejemplo las enfermedades asociadas a defectos en los componentes de la ECM 
como la osteogénesis imperfecta o las colagenopatías [17],  o como resultado de la propia 
enfermedad, como en el infarto de miocardio [15, 18, 19]. 
 
1.4.- Factores asociados a los procesos de remodelación. 
 
Entre los distintos factores asociados al fenómeno de la remodelación cardiovascular, 
merece especial atención el papel vasorrelajante del óxido nítrico (NO) producido en el endotelio 
de los vasos, e indispensable para el mantenimiento del tono vascular [20, 21]. Como 
posteriormente veremos con más detalle, el fallo en la producción de este factor vasoactivo está 
asociado a procesos de disfunción endotelial, o también denominado como el fallo en la 
capacidad vasorrelajante dependiente del endotelio, seguidos de hipertensión  arterial, 
aterosclerosis y en muchos casos incluso la generación de aneurismas [22-25]. En el corazón, 
además del endotelio, los cardiomiocitos también producen NO, tanto en situaciones fisiológicas 
como patológicas, encargándose de regular la inotropía basal y la capacidad de relajación, la 
respuesta β-adrenérgica, la relación fuerza-frecuencia, el tiempo de relajación y el consumo de 
oxígeno por parte del miocardio. En situaciones de inflamación, por isquemia u otra razón, el 
óxido nítrico además, induce cambios en el patrón de expresión génica [26, 27].  
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Otro de los factores indispensables en todo proceso de remodelación son las 
metaloproteinasas de matriz extracelular o MMPs. Estas endopeptidasas se encargan de la 
renovación de la ECM, de la remodelación de tejidos y, entre otras funciones, intervienen en 
procesos de reciclado de receptores, [28-31]. Al igual que con el NO, en los próximos capítulos 
se describirán, con mayor exhaustividad,  sus características e implicaciones en los procesos de 
remodelado cardiovascular. 
 
 
2.- Patologías asociadas a procesos de remodelación cardiovascular. 
 
2.1.- Aterosclerosis. 
 
La aterosclerosis es un proceso inflamatorio sistémico, multifactorial y crónico en el que 
participan múltiples tipos celulares. Aunque la naturaleza del proceso inflamatorio no es 
exclusiva de un factor en concreto, la disfunción del endotelio de los vasos es determinante. 
Concretamente, la disfunción mediada por la ausencia de NO supone un punto de inflexión 
característico, debido fundamentalmente a un aumento significativo en la adhesión de células del 
sistema inmune a la pared vascular y a un incremento significativo de la presión arterial por la 
pérdida de este factor vasorrelajante por excelencia, considerándose un precedente de la 
infiltración monocitaria y la posterior transformación en células espumosas.  
 
Figura 2.- Estructura de una placa de ateroma (adaptado de [32]). 
 
La consecuencia final del proceso es la oclusión de la pared arterial por la formación de 
una placa de ateroma, compuesta por células espumosas del sistema inmune, células 
endoteliales, células musculares lisas vasculares y plaquetas, además de proteínas de la matriz 
extracelular, la cual  se compone de un núcleo rico en lípidos con necrosis y fibrosis extendida 
por los tejidos adyacentes [33] (Figura 2).  
 
La aterosclerosis per se, además de ser una de las enfermedades cardiovasculares de 
mayor incidencia, en muchas ocasiones tiene como consecuencia el desarrollo de enfermedades 
asociadas a la misma como son la formación de  aneurismas de aorta, en muchos casos como 
compensación del estrechamiento; o el desencadenamiento de episodios isquémicos, que tienen 
lugar como consecuencia de la ruptura de la placa y posterior formación de un trombo que 
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ocluye la luz de las arterias coronarias (angina de pecho, infarto de miocardio), la femoral 
(tromboflebitis), cerebrales (infarto cerebral), o pulmonares (embolismo pulmonar) [34].  
 
2.1.1.- Desarrollo de la placa de ateroma. 
 
Los pasos iniciales del desarrollo de la aterosclerosis resultan del incremento tanto de la 
capacidad adherente del endotelio respecto a leucocitos y plaquetas, como de la permeabilidad a 
las lipoproteínas y la producción de moléculas vasoactivas, citoquinas y factores de crecimiento 
[35-37]. El incremento de la expresión de moléculas de adhesión, como la molécula de adhesión 
intercelular-1 (ICAM-1), la molécula de adhesión vascular (VCAM-1), P-selectina y E-selectina, 
resulta en la promoción del estado proadherente del endotelio. El endotelio disfuncional acumula 
LDL en el interior del vaso, siendo modificado enzimáticamente, destacando la oxidación a 
LDLox. Este LDL modificado provoca la estimulación del endotelio que produce moléculas de 
adhesión (ICAM-1 y VCAM-1), proteínas quimiotácticas (proteína quimiotáctica de monocitos 1 o 
MCP-1) y factores de crecimiento como el factor estimulador de colonias de macrófagos o M-
CSF [38, 39]. 
 
Tras la conversión del endotelio de su estado anti- a proadherente, los monocitos son 
reclutados al interior del vaso, proliferando y diferenciándose en macrófagos que, a su vez, 
producen citoquinas proinflamatorias (interleuquinas) y metaloproteinasas que degradan la 
matriz extracelular. También captarán lipoproteínas que son degradadas en aminoácidos y 
colesterol y, a largo plazo, provocarán la transformación de los macrófagos en células 
espumosas [40]. La acumulación de células espumosas y de lípidos intercelulares en la pared 
vascular dará lugar a los llamados núcleos lipídicos que, aunque no obstruyen de manera 
significativa el lumen arterial, pueden evolucionar a lesiones más complicadas.  
 
Además de los núcleos lipídicos, las células espumosas son las grandes productoras de 
citoquinas proinflamatorias y moléculas quimiotácticas, cuya repercusión inicial supone el 
reclutamiento de células T al interior del vaso, las cuales a su vez son las responsables 
primordiales de la segregación de interferón-gamma, cuyo efecto último es la inducción de un 
efecto migratorio y posteriormente proliferativo de las células musculares lisas. El efecto 
proinflamatorio y promigratorio se traduce en un incremento en el grosor del vaso mediante la 
formación de una nueva túnica de neoíntima, asociada a la acumulación significativa de 
colesterol, convirtiéndose en células espumosas derivadas de músculo liso, que son las mayores 
productoras de matriz extracelular (fibrina, colágeno y proteoglicanos), que se depositará en la 
túnica íntima del vaso [41]. 
 
 La muerte de las células espumosas está acompañada por la acumulación extracelular 
de lípidos y debris celular, conformando el núcleo necrótico de la placa de ateroma. Este núcleo 
se ve cubierto de una capa fibrosa compuesta por las células de músculo liso y una matriz 
extracelular rica en colágeno [42]. Las células de músculo liso pueden presentar 
microcalcificaciones intracelulares, especialmente en la zona próxima a la placa de  ateroma. Al 
morir dichas células se producen depósitos de calcio entre la capa de células de músculo liso y 
la placa ateromatosa. Una vez formado el núcleo necrótico y la placa se encuentra en un estado 
avanzado de desarrollo, la pared vascular puede ensancharse, formando aneurismas, para 
compensar el desarrollo de la placa y prevenir la estenosis del vaso [43]. Al crecer la lesión 
aumenta el número de células espumosas alrededor del núcleo necrótico, pudiendo formar 
lesiones de menor tamaño en los hombros del núcleo, en cuyo alrededor, los macrófagos y 
células espumosas liberan MMPs y otras enzimas proteolíticas, que degradan la matriz. Además, 
los macrófagos pueden inducir la apoptosis de las células de músculo liso disminuyendo la 
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cantidad de colágeno sintetizado [44]. Estos dos hechos pueden provocar la ruptura de la capa 
fibrosa de la placa de ateroma que expone el contenido del núcleo lipídico a la sangre, iniciando 
un proceso de coagulación, reclutamiento de plaquetas y formación de un trombo, que puede 
originar un proceso de síndrome coronario agudo, proceso asociado con la ocurrencia de angina 
de pecho, infarto agudo de miocardio, e incluso la muerte súbita del individuo [45].  
 
Por último, hay que destacar que en lesiones de gran tamaño y estado avanzado de las 
mismas, se puede dar el fenómeno de neovascularización de la placa, y ello es debido 
fundamentalmente a la formación de nuevos vasos desde los microvasos del vasa vasorum 
extendiéndose desde la túnica media hasta la base de la placa, pudiendo extenderse hasta la 
capa fibrosa. Se ha demostrado que la neovascularización se ve aumentada en placas rotas en 
aortas humanas, y más aún, la densidad de la microcirculación está asociada a lesiones 
inflamadas con hemorragia intraplaca y con una capa fibrosa fina [46].  
 
 2.1.2.- Tipos de placa de ateroma. 
 
 En función de los elementos estructurales que presentan (capa fibrosa, núcleo necrótico, 
lesiones secundarias, etc.), las placas de ateroma se clasifican en seis tipos distintos [47, 48] 
que describimos a continuación: 
 
a) Lesión de tipo I: contienen la suficiente lipoproteína aterogénica para provocar un 
incremento en el número de macrófagos y la formación de células espumosas.  
b) Lesión de tipo II: consisten principalmente en capas de células espumosas cargadas 
de lípidos y células de músculo liso de la íntima formando los núcleos o estrías 
lipídicas.  
c) Lesión de tipo III: es un estado previo a la lesión ateromatosa, que puede 
desencadenar los primeros síntomas. Las lesiones de este tipo además de las 
células cargadas de lípidos contienen acumulaciones de lípidos extracelulares y 
partículas que alteran la coherencia de las células de músculo liso de la capa íntima.  
d) Lesión de tipo IV: se produce la acumulación de lípidos extracelulares, formando un 
núcleo confluente de mayor tamaño, formando la lesión ateromatosa. 
e) Lesión de tipo V: contienen un núcleo lipídico que además puede contener capas de 
tejido fibroso conectivo. En el caso de que las lesiones estén calcificadas se 
denominan Vb y si la lesión consiste en capas de tejido fibroso principalmente y sin 
acumulación, o muy poca, de lípidos o calcio se denomina Vc. 
f) Lesión de tipo VI: es la que presenta fisuras, hematomas o en la que han ocurrido 
eventos trombóticos. 
 
 2.1.3.- Modelos animales de aterosclerosis. 
 
 Hoy en día no existe un modelo perfecto para el abordaje del estudio de ninguna 
patología humana. Esto es debido a las diferencias morfológicas, metabólicas o moleculares 
existentes entre las especies, pero debido al problema de falta de muestras control, ya que 
hablamos de pacientes sanos, y a los problemas éticos que conlleva el uso de muestras de 
humanas o la experimentación con los mismos, se han desarrollado diversos modelos animales 
que sirven de aproximación para el estudio de las patologías humanas.  
 
 Los modelos animales se suelen clasificar en dos tipos: grandes y pequeños animales. 
La ventaja de los grandes animales (monos, cerdos y conejos) es que los modelos son más 
parecidos a la patología en humano, aunque son más difíciles de acceder a ellos, más caros, el 
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tiempo de experimentación es muy largo, su manipulación es más difícil y en el caso de los 
primates, surgen problemas éticos de forma añadida. Por lo general, los animales grandes que 
se utilizan como modelo de aterosclerosis tienen tendencia a la hipercolesterolemia o se induce 
con una dieta rica en grasas [49]. 
 
 El modelo más extendido hoy en día es el de ratón, debido a su fácil manipulación, bajo 
coste, relativo tiempo de experimentación, disponibilidad, y facilidad para la manipulación 
genética, ya que hoy en día la tecnología existente nos permite delecionar o insertar genes de 
interés, incluso activarlos o desactivarlos a voluntad, y ello ha permitido el estudio de numerosas 
proteínas que participan en el proceso aterosclerótico. Los ratones más utilizados hoy en día son 
los deficientes para los genes de la apolipoproteína E (apoE) y del receptor de LDL (R-LDL), que 
provocan una dislipidemia en sangre promoviendo el proceso aterosclerótico de forma 
espontánea, y en condiciones de dieta rica en grasa se acelera el proceso [50, 51]. La principal 
desventaja de este modelo animal son las diferencias frente a la anatomía y fisiología humana, 
por ejemplo, el número de capas de elastina en humanos es mucho mayor que en ratones, o que 
los ratones poseen un metabolismo fibrinolítico más alto que el humano, entre otras. Como 
consecuencia de estas y otras diferencias las placas que desarrollan los ratones son muy 
estables, de tipo fibroso (Vc), por lo que el proceso de ruptura espontánea se produce en muy 
baja proporción [52], siendo la mayor limitación del uso de este modelo. La Tabla 1 resume 
algunos de los modelos existentes y las características generales de los mismos: 
 
Modelo 
animal Método Ventajas Desventajas Ref. 
Grandes animales 
Mono Rhesus Deficiencia genética del receptor de LDL. 
Placa en arteria coronaria; 
ruptura de placa; evidencia de 
placas fibrosas. 
Baja disponibilidad; 
problemas éticos. [53] 
Cerdo 
Inyección percutánea de 
linoleato de colesterol dentro de 
la pared vascular. 
Lesiones complejas en las 
arterias inyectadas; corto 
tiempo de experimentación. 
[54] 
Cerdo 
miniatura de 
Göttingen 
Dieta al 2% colesterol, daño 
mediante balón endovascular, 
irradiación, o por inyección 
intracoronaria de serotonina. 
Hemorragia intraplaca. 
Difícil manipulación; ruptura 
no espontánea. 
[55] 
Conejo Dieta rica en grasa; daño vascular por balón. Ruptura de placa. Ruptura no espontánea. [56-58] 
Pequeños animales 
Ratón 
deficiente 
apoE -/- 
Dieta rica en grasa. [59-61] 
Ratón 
deficiente 
R-LDL -/- 
Dieta rica en grasa. 
Rápido tiempo de 
experimentación; placas 
complejas; se pueden estudiar 
múltiples enfoques. 
Ruptura no existente o en 
muy baja frecuencia y en 
experimentos de largo 
tiempo; bajo ratio de 
trombosis. [62, 63] 
Tabla 1.- Modelos animales de experimentación en aterosclerosis (adaptado de [49]). 
 
2.1.4.- Adhesión celular y aterosclerosis. 
 
Como hemos descrito en apartados anteriores, durante el desarrollo inicial de la 
aterosclerosis, las moléculas de adhesión juegan un papel primordial en el desarrollo de esta 
patología. En condiciones fisiológicas las células del sistema inmune entran en contacto con el 
endotelio de manera transitoria. Cuando se produce la disfunción del endotelio, éste empieza a 
sintetizar y/o acumular moléculas de adhesión en la superficie celular, que van a permitir que el 
contacto endotelio-leucocito sea estable y se pueda realizar la extravasación al interior celular, 
proceso caracterizado por las fases de contacto, giro o rodado, parada y transmigración 
(Figura 3).  
1.- Introducción.
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Figura 3.- Re presentación de las interacci ones leucocito-endotelio durante la fase 
inicial de la aterosclerosis (adaptado de [64]). 
 
De entre los distintos tipos de proteínas implicadas en la adhesión al endotelio, 
destacaremos por su estudio y conocimiento las denominadas selectinas, las moléculas de tipo 
inmunoglobulina y las integrinas. Las selectinas (L-, E- y P-) son glicoproteínas que poseen una 
estructura altamente conservada. La letra indica el principal tipo celular donde se expresan: L- en 
leucocitos, E- en endotelio y P- en plaquetas y endotelio. La interacción de estas proteínas ayuda 
a realizar un contacto estrecho entre las células y favorece el contacto con otras proteínas de 
membrana en la fase inicial de la extravasación. La unión de P-selectina con la proteína 
ligando-1 de P-selectina dispara la activación leucocitaria, la movilización de integrinas e induce 
inflamación y trombosis [64]. 
 
Las moléculas de adhesión de tipo inmunoglobulina (Ig), son glicoproteínas de 
membrana que poseen varios dominios de tipo Ig, como su nombre indica. VCAM-1 e ICAM-1 se 
encargan de establecer uniones estables con integrinas, induciendo la parada de las células 
inflamatorias en la superficie vascular y participan en la extravasación, mientras que la molécula 
de adhesión endotelial plaquetaria 1 o PECAM-1, mediante interacción heterofílica, media en la 
transmigración de los leucocitos a través de la barrera endotelial [65]. 
 
Las integrinas, glicoproteínas heterodiméricas transmembrana, están compuestas por 
una cadena α y otra β unidas no covalentemente. Existen 18 cadenas α y 8 β, aunque sólo se 
han observado 24 tipos de heterodímeros presentes tanto en leucocitos como en plaquetas o en 
el endotelio. Entre sus funciones, destacan las de receptores de plaquetas, mediadores de la 
proliferación y migración celular y, actúan como sustratos de las moléculas de adhesión de tipo 
inmunoglobulina, estableciendo uniones estables para la extravasación al interior del vaso [66].  
 
El primer proyecto de esta tesis doctoral se ha centrado precisamente en el estudio de 
los estadios iniciales de la aterosclerosis en un modelo de ratón deficiente para apoE, periodo en 
el que el endotelio pierde su capacidad de mantener la homeostasis del vaso y pasa a un estado 
proadherente. Nosotros hemos observado cómo el NO proveniente del endotelio protege al 
organismo frente al desarrollo de esta patología al regular su capacidad adherente, a través de la 
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activación de una metaloproteinasa de matriz, y el proceso de reciclado de la proteína de 
adhesión ICAM-1.  
 
2.1.4.1- Estructura de ICAM-1. 
 
La proteína ICAM-1 o CD54 es la primera de los cinco miembros que se conocen del 
grupo de moléculas de adhesión intracelular de tipo inmunoglobulina. Fue descrita inicialmente 
en 1986 por Rothlein y Springer, en la línea celular linfoblastoide JY [67]. Posteriormente se ha 
caracterizado su presencia en diversos tipos celulares como linfocitos, macrófagos y endotelio 
vascular, entre otros. 
 
ICAM-1 es una proteína transmembrana de tipo I con un peso molecular que varía entre 
los 76 y 114 kDa, esto es debido al patrón de glicosilación que depende del tipo celular que la 
expresa. La proteína sin ninguna modificación  tiene un tamaño de 60 kDa y consta de un 
péptido señal de 27 residuos que indica su localización en membrana. El resto de la proteína lo 
componen 505 aminoácidos cuya estructura se divide en tres partes (Figura 4). El dominio 
extracelular está compuesto por 453 aa., en su mayoría de tipo hidrofóbico, que componen 5 
dominios de tipo inmunoglobulina. Dichos dominios presentan una estructura de hoja β 
estabilizada por un puente disulfuro. El dominio transmembrana está compuesto por una única 
región de tipo hidrofóbica con 24 residuos. Por último, la proteína presenta una corta cola 
citoplasmática de 29 residuos, sin ningún dominio clásico de señalización, aunque posee una 
tirosina altamente conservada (Y512) y un alto número de residuos cargados positivamente. 
 
 Los dominios de tipo Ig y la glicosilación que presenta ICAM-1 le confieren la habilidad 
de interaccionar con diferentes moléculas, como es el caso de las integrinas β2, LFA-1 o Mac-1 
(presentes en leucocitos y macrófagos), fibrinógeno, rinovirus o eritocitos infectados con 
Plasmodium falciparum (Figura 4). No se conoce ningún ligando para el quinto dominio Ig de 
ICAM-1, por lo que se piensa que se encarga de la estabilización de la estructura y la capacidad 
de unión con ligandos [68]. 
 
 
 
Figura 4.- Estructura de ICAM-1  (adaptado de [69] y de [68]). Se muestran los cinco dominios 
de tipo Ig (D1-D5), los puentes disulfuro, los ocho puntos susceptibles de glicosilación y también 
se muestran las zonas de interacción con Mac-1, rinovirus humano (RVh), LFA-1 y eritrocitos 
infectados con Plasmodium falciparum (EIPF).  
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2.1.4.2.- Funciones de ICAM-1. 
 
Dentro de las diversas funciones descritas, ICAM-1 participa tanto en la respuesta 
inmune temprana como en la adaptativa. Está relacionada con el proceso de migración 
transendotelial de leucocitos al espacio subendotelial donde se localizan focos de inflamación. 
Se ha demostrado que ICAM-1 media en los estadios iniciales del proceso de migración, 
estabilizando la adhesión de los leucocitos y macrófagos al endotelio [70, 71]. Participa en la 
interacción entre las células presentadoras de antígeno y los linfocitos T en el proceso de 
formación de sinapsis inmunológicas. Así mismo, es utilizada por diversos patógenos para evadir 
al sistema inmunitario, sirviendo como receptor de rinovirus [72] o del Plasmodium falciparum. 
También se ha descrito que el VIH incorpora ICAM-1 en su cubierta para incrementar su 
infectividad [73].  
 
Los  ratones deficientes en el gen que codifica esta proteína tienen un desarrollo normal 
y son viables, aunque el número de neutrófilos está aumentado y la activación y migración de los 
leucocitos a sitios de inflamación se encuentran reducidas y ello conlleva a una deficiencia en 
respuesta a la inflamación, aunque están protegidos frente a un shock séptico letal [74]. 
 
A pesar de no tener actividad quinasa intrínseca o dominios de interacción proteína-
proteína en la cola citoplasmática, se ha demostrado la capacidad de transducción de señales de 
ICAM-1 mediante la asociación de proteínas adaptadoras tras la multimerización del receptor en 
respuesta a diferentes señales [75]. En función del modelo estudiado se ha observado el 
reagrupamiento del citoesqueleto de actina, presumiblemente para ayudar a la diapédesis de los 
linfocitos, y la activación de diversas MAPK quinasas (ERK-1/2, JNK) traduciéndose en la 
producción de interleuquinas e incluso, en el aumento de otras moléculas de adhesión como 
VCAM-1 en la superficie celular [76] que perpetúan y promueven la respuesta inflamatoria. 
 
2.1.4.3.- ICAM-1 y aterosclerosis. 
 
La expresión elevada de ICAM-1 ha sido descrita en numerosos desórdenes en los que 
hay una marcada inflamación local o general, y aunque no produce una respuesta inflamatoria 
per se, parece que sí puede aumentar o promover dicha respuesta [74]. En el caso de la 
aterosclerosis, se ha visto que su aumento en el endotelio es un hecho crítico en el inicio y 
desarrollo de la enfermedad. Además, se ha demostrado su acumulación en zonas de 
neovascularización de placas ateroscleróticas en arterias coronarias humanas [33], así como en 
lesiones ateroscleróticas en ratones deficientes para el gen apoE que presentan esta 
enfermedad [36]. 
 
Los diferentes estudios realizados con ratones parecen indicar que ICAM-1 es más 
importante en el desarrollo de la aterosclerosis espontánea que en la asociada a respuesta a 
daño, ya que la ausencia de esta inmunoglobulina no provoca diferencias significativas en el 
tamaño de las lesiones o como mucho, una disminución muy ligera [77-79]. Por el contrario, se 
ha observado una disminución de las lesiones de hasta un 70% en ratones deficientes para el 
gen apoE tratados con anticuerpos anti-ICAM-1 [80]. 
 
Muchas de las moléculas implicadas en esta patología, así como las fuerzas mecánicas 
asociadas con la aterosclerosis contribuyen al incremento de ICAM-1. Tal es la acción de 
determinadas citoquinas proinflamatorias (TNFα, interleuquinas, entre otras), el LDL, el LDL 
oxidado o el incremento en las fuerzas de cizalla del flujo sanguíneo, entre otros [33, 74]. Por el 
contrario el NO, encargado del mantenimiento de la salud de los vasos, reduce la expresión a 
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nivel endotelial y por lo tanto, la capacidad adherente del endotelio frente a células inflamatorias 
[81]. En esta tesis, hemos estudiado uno de los mecanismos por los que el NO, a través de la 
acción de metaloproteinasas, regula el nivel de este receptor de membrana y modula la 
evolución del proceso aterosclerótico. 
 
2.2.- Aneurisma de aorta abdominal. 
 
 La definición inicial de aneurisma fue puramente morfológica, y decía así: “un aneurisma 
de aorta se caracteriza por la pérdida focal del paralelismo de la pared vascular, conduciendo a 
una dilatación progresiva y finalmente a la ruptura del vaso” [82].  Hoy en día se sabe que la 
pérdida focal es debida a múltiples eventos biológicos que producen el debilitamiento del vaso y 
la pérdida de la función de barrera de contención de la sangre. Desde el punto de vista médico, 
esta patología se denomina aneurisma cuando la dilatación permanente del vaso es superior al 
50% del diámetro normal, cuando es inferior se denomina ectasia y, si es una dilatación difusa 
en varios segmentos arteriales superior al 50%, se denomina arteromegalia [83].  
 
Los aneurismas se pueden clasificar por su localización en cuanto a torácicos, 
cerebrales o abdominales, siendo estos últimos la forma de aneurisma más común, ya que 
constituyen entre el 80 y el 90% de todos los aneurismas aórticos. Por lo general, la deformación 
del vaso afecta a toda la circunferencia del segmento aórtico, denominándose aneurismas 
fusiformes, aunque si sólo afecta a una parte de la circunferencia de la arteria se denomina 
aneurisma sacular. Un verdadero aneurisma afecta a todas las capas de la pared del vaso, pero 
puede darse lo que se ha denominado pseudoaneurisma, en el que sólo hay disrupción de la 
arquitectura en la capa íntima y media con dilatación por la adventicia, y a veces, coágulo 
perivascular [84]. 
 
 La incidencia de aneurismas de aorta abdominal (AAAs) está directamente relacionada 
con la edad, aumentando rápidamente en función del género en hombres mayores de 55 y 
mujeres mayores de 70 años. Además, los AAAs se encuentran directamente asociados con 
determinados factores ambientales, destacando de forma significativa el tabaquismo, y como 
anteriormente mencionamos la enfermedad aterosclerótica. Así mismo, también debemos 
señalar la predisposición genética en casos concretos de síndromes relacionados con la 
dilatación arterial, destacando alteraciones en la familia de los genes que codifican para el TGF-β 
en los síndromes de Marfan o el de Ehlers-Danlos. Lo más significativo de esta patología es la 
elevada mortalidad asociada con la ruptura del AAA, está considerada como la  14ª causa de 
muerte en América, con una frecuencia superior al 90% en la mortalidad relacionada con la 
ruptura del aneurisma [85].  
 
 Patofisiológicamente hablando, un aneurisma aórtico se caracteriza por la destrucción de 
la matriz extracelular, en concreto de la elastina, por una gran deposición de colágeno en la zona 
media de las arterias, y a su vez, por la infiltración de células inflamatorias en la pared aórtica 
[86]. La elastina posee una gran capacidad de estiramiento y proporciona recuperación elástica 
de las grandes arterias, llevando la carga inicial de la presión sobre el vaso, ya que las fibras de 
colágeno se encuentran  enrolladas, proporcionando la fuerza tensil del vaso. Debido a estas 
características, la destrucción de la elastina, aumenta la debilidad arterial, incrementada a su vez 
por los años de fuerza pulsátil del flujo sanguíneo sobre las fibras de colágeno expuestas, lo que 
conlleva a la ruptura de las fibras y la dilatación final del vaso. El grado de dilatación y la 
posterior ruptura del vaso dependen de las propiedades del colágeno, de su grado de 
degradación, de su tasa de renovación y remodelado [84]. 
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13
  
2.2.1.- Modelos animales de aneurisma de aorta abdominal. 
 
Al igual que en los modelos animales de aterosclerosis, existen diferentes animales y 
aproximaciones para abordar el estudio de los AAAs, con sus ventajas y limitaciones. A 
diferencia de los modelos de aterosclerosis, además de la modificación genética (que es posible 
en ratones), la inducción de aneurismas se acelera mediante estimulación química. Los 
principales métodos de inducción química son mediante la infusión elastasa pancreática porcina, 
la aplicación de cloruro de calcio o la infusión de angiotensina II.  
 
 La infusión de elastasa pancreática porcina en el segmento infrarrenal de la aorta, 
inicialmente en aplicado en ratas [87], produce el daño en la elastina para provocar el desarrollo 
de AAAs a los 14 días tras el procedimiento. El modelo se caracteriza por una invasión 
secundaria de células inflamatorias que conlleva la degradación de las fibras elásticas y la 
formación del aneurisma. Este modelo se ha adaptado con éxito a otros modelos animales como 
ratón, conejo o cerdo [88-90] y es el modelo que hemos puesto en práctica en nuestro trabajo.  
 
La aplicación cloruro de calcio periaórtico, entre las arterias renales y la bifurcación de 
las ilíacas, demostró que en conejos promovía el engrosamiento de la pared arterial [91]. Si se 
combina con el tioglicolato o con dieta rica en colesterol en conejos hiperlipidémicos provoca el 
desarrollo de AAAs [92], observándose una dilatación arterial a partir de los 14 días con un 
aumento progresivo hasta las 4 semanas [93], y al igual que el modelo de elastasa, también se 
ha adaptado a otros modelos animales [94]. 
 
La infusión de angiotensina II (AngII) subcutánea lleva a la formación de aneurisma a 
nivel suprarrenal en un periodo de 28 días [95]. Aunque las razones por las que se localiza 
preferencialmente los AAAs en la zona suprarrenal son desconocidos, las investigaciones 
realizadas parecen apuntar a que es debido a la activación de la cascada inflamatoria, ya que el 
evento desencadenante que ocurre tras la infusión de AngII, con el tiempo, parece ser la 
acumulación de macrófagos en la zona media de la aorta, provocando el daño en el vaso [96]. 
 
La segunda parte de esta tesis doctoral se centra en el estudio de la progresión de los 
AAAs, en un modelo murino inducido por infusión de elastasa pancreática porcina. Para ello 
estudiaremos el efecto del NO en el desarrollo de dicha patología y qué mediadores moleculares 
intervienen en la destrucción de la matriz extracelular de la aorta. 
 
2.3.- Isquemia y precondicionamiento cardiaco. 
 
Durante la isquemia miocárdica asociada al infarto, con frecuencia ligado a procesos de 
aterosclerosis [6], se produce un remodelado significativo en el tejido cardiaco. El remodelado 
cardiaco, en modelos animales, comienza rápidamente y su progresión depende de múltiples 
factores como la severidad de la enfermedad que causa la isquemia, los eventos isquémicos 
secundarios, la carga genética o los tratamientos que se administran para tratar el infarto [97]. 
 
Varios estudios con modelos animales han demostrado que la expansión del infarto, la 
dilatación regional y el engrosamiento de la zona infartada ocurren desde el primer día [97]. El 
deterioro de la función global del ventrículo izquierdo ocurre desde el segundo día y, a la larga, 
es el desencadenante de  la expresión anormal de proteínas, la hipertrofia de los cardiomiocitos, 
la estimulación de la síntesis de colágeno, la fibrosis del tejido y el remodelado de la matriz 
extracelular [98]. Aunque el remodelado que tiene lugar tras el proceso isquémico es un intento 
de reparar la zona de tejido muerta y, por lo tanto, se podría considerar beneficioso, está 
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demostrado que con el tiempo se convierte en perjudicial y que los pacientes que presentan una 
mayor hipertrofia ventricular izquierda, muestran un empeoramiento progresivo de la función 
cardiaca y un peor pronóstico de supervivencia [15]. 
 
El precondicionamiento cardiaco (PC) es el fenómeno por el cual episodios de isquemia 
cortos, no letales, seguidos de reperfusión sanguínea, mejoran la tolerancia del corazón a futuros 
episodios isquémicos letales, o de larga duración, o al daño producido por la reperfusión [99]. 
Este proceso fue inicialmente descrito por Murray en 1986 [100], demostrando que un periodo de 
oclusión coronaria de 5 minutos, seguidos de otros 5 minutos de reperfusión, previo a un insulto 
isquémico de 40 minutos y posteriormente 4 días de reperfusión, producía una disminución del 
área infartada del 25% frente al mismo infarto en el que no se había inducido el PC. Además, 
dichos periodos isquémicos no mostraban efectos deletéreos acumulativos [101]. 
 
Desde finales de los años 80, se han realizado muchos estudios caracterizando los 
efectos que produce el PC, tanto a nivel fisiológico como a nivel molecular, habiéndose 
demostrado fehacientemente que el precondicionamiento se divide en dos fases; la fase de 
precondicionamiento cardiaco temprano, el cual surge a los pocos minutos del estímulo inicial y 
dura varias horas; y el precondicionamiento cardiaco tardío, que da comienzo entre 12 y 24 
horas tras el estímulo y puede durar varios días [102]. Mientras que el PC temprano ejerce su 
acción a través de diferentes moléculas como adenosina, opioides, bradiquinina (estimulador 
endógeno de la producción de NO) y, en menor medida, por las prostaglandinas;  el PC tardío 
actúa a través de la síntesis de novo de proteínas como la Manganeso Superóxido Dismutasa 
(MnSOD), la iNOS, la Ciclooxigenasa 2 (COX2) y posiblemente también a través de las proteínas 
de choque térmico (Hsp) [103].  
 
Uno de los investigadores con mayor número de contribuciones en el campo del PC 
tardío es Roberto Bolli, el cual en su laboratorio, a través de múltiples estudios fue capaz de 
demostrar que en cerdos sometidos a 2 procesos de isquemia/reperfusión separados tras 24h, el 
daño asociado al insulto isquémico era un 50% menor tras el segundo proceso; que la protección 
se mantenía hasta 48 horas tras el PC; que dicha protección se perdía con el paso del tiempo, 
en concreto, tras diez días del PC, pero que se podría reinducir y que la protección iba asociada 
a un incremento de Hsp70 [104, 105], y en relación directa con nuestro trabajo, Roberto Boli, fue 
capaz de demostrar que el PC tardío se dispara a través de las ROS y de forma especialmente 
significativa por el NO [106, 107]. 
 
2.3.1.- Modelos animales de isquemia y reperfusión cardiaca. 
 
Los modelos de isquemia/reperfusión y PC cardiaco existentes proveen un método para 
la investigación de diferentes estrategias cardioprotectoras, exponiendo diferentes factores de 
riesgo que contribuyen en la enfermedad cardiaca, aunque el tipo de daño miocárdico que se 
simula no es comparable al que ocurre durante la propia enfermedad en humanos, ya que suele 
ir acompañada de otros procesos patológicos. La respuesta del corazón al proceso de 
isquemia/reperfusión depende del modelo animal en uso; por ejemplo, en un modelo de infarto 
de miocardio en ratón se necesitan  entre 30 y 40 minutos de isquemia regional o global para 
inducir un infarto del 50% del área de riesgo, mientras que en un corazón porcino, se necesita un 
tiempo superior (entre 60 y 90 minutos) [108]. 
 
En el estudio de la isquemia cardiaca se han realizado aproximaciones estudiando 
cardiomiocitos aislados [109], los corazones ex vivo [110] o induciendo el proceso mediante 
cirugía en animales vivos, siendo los más comunes la oclusión mediante balón coronario [111] o 
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en animales pequeños, la oclusión mediante ligamiento de una rama arterial coronaria [112]. 
También se han realizado aproximaciones en pacientes para intentar mejorar una patología 
preexistente, como es la isquemia intermitente mediante pinzamiento aórtico en pacientes con 
fibrilación cardiaca durante un bypass coronario, o la oclusión coronaria en dos periodos de 90 
segundos mediante balón coronario durante la angioplastia, en pacientes con estenosis 
obstructiva de la coronaria descendiente anterior izquierda [113]. 
 
La última parte de esta tesis doctoral se centra en el estudio de la contribución del NO en 
la protección frente al infarto de miocardio mediante un modelo de isquemia y reperfusión 
cardiaca, en ratones sometidos a oclusión transitoria de la arteria  coronaria izquierda [114, 115]. 
 
 
3.- El óxido nítrico (NO). 
 
El óxido nítrico es una de las pocas moléculas gaseosas que desarrolla el papel de 
mensajero químico en mamíferos. Inicialmente fue descrito como “factor vasorrelajante derivado 
de endotelio” o EDRF, por el doctor Robert F. Furchgott en 1980 [116], aunque tuvo que pasar 
más de un lustro hasta que se identificó su naturaleza química por los doctores Louis Ignarro y 
Salvador Moncada [117, 118], y la base molecular de su efecto vasorrelajante por el Dr. Ferid 
Murad [119]. En reconocimiento a este descubrimiento, los doctores Furchgott, Murad e Ignarro 
fueron galardonados con el Premio Nobel en el año 1998. 
 
Figura 5.- Efectos del Óxido nítrico (adaptado de [120]). 
 
 El NO es un gas altamente reactivo que, al tener naturaleza lipofílica, puede atravesar 
membranas celulares confiriéndole la capacidad de actuar como mensajero auto- y paracrino; 
desarrolla funciones importantes en la regulación de diferentes procesos tanto fisiológicos como 
patológicos, aunque es necesario tener en cuenta que como cualquier radical libre sus efectos a 
nivel biológico pueden ser opuestos dependiendo de dónde, cuándo y cuánto NO se produce 
[121]. De forma general podemos decir que el NO ejerce un efecto protector como antioxidante y 
como efector inmunitario en la respuesta inmune no específica en contra de la replicación de 
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microorganismos, incluidos bacterias, hongos y virus [122-126]. Además, el NO es capaz de 
regular en el sistema cardiovascular el tono vascular, inhibe la adhesión celular y plaquetaria, e 
inhibe la permeabilidad vascular [127]. En el sistema nervioso central es capaz de regular 
procesos de neurotransmisión [128], en el sistema respiratorio regula la broncodilatación, y en el 
riñón regula la función renal [129]. Sin embargo, como anteriormente hemos mencionado, el NO 
también presenta efectos deletéreos derivados de su naturaleza química, entre los que debemos 
destacar su capacidad para inhibir la función enzimática, inducir el daño en el ADN y la 
peroxidación de lípidos; aumenta la susceptibilidad a la radiación, a los agentes alquilantes y a 
los metales tóxicos y, por último, consume las reservas de antioxidantes [121, 130, 131].  
 
 A pesar de su corto tiempo de vida media como radical libre (2-5 s), [132] su reactividad 
es extremadamente variada, lo que permite generar muchas especies derivadas, también 
llamadas especies reactivas de nitrógeno (RNS). A este respecto, las acciones del NO, en 
relación a su reactividad, se pueden dividir en dos grandes grupos: acciones directas, en las que 
es la propia molécula de NO la que ejerce su acción; o acciones indirectas, en las que el NO se 
combina con otras especies (O2 u O2-) dando a lugar alguna de las RNS, siendo éstas las que 
ejercen la función (Figura 5). 
 
La principal acción biológica directa ejercida por el NO está relacionada con su 
capacidad de reaccionar con los metales de los centros catalíticos de muchas proteínas, efecto 
denominado como quelación de metales, y cuya repercusión biológica es la capacidad para 
regular diversas actividades enzimáticas [130, 133]. El ejemplo más significo es la activación de 
la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), que se encarga de transformar el guanosín trifosfato 
(GTP) en guanosín monofosfato cíclico (GMPc). Al aumentar los niveles de GMPc en la célula, 
se produce a su vez, la activación de proteín quinasas dependientes de GMPc (PKGs) 
amplificando la cascada de señalización mediante la activación o inhibición de otras moléculas 
señalizadoras [134]. El ejemplo más conocido es la activación de la fosfatasa de la cadena ligera 
de miosina (MCLP), en el que mediante su acción, el NO produce la relajación de las células de 
músculo liso de los vasos sanguíneos, lo que conlleva a la disminución de la presión sanguínea. 
[135, 136] (Figura 6). 
 
 
Figura 6.- Activación de la GCs por NO y sus efectos biológicos.  
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Dos de las especies reactivas de nitrógeno más significativas en relación con la biología 
de los seres vivos son el denominado trióxido de nitrógeno (N2O3) y el peroxinitrito (ONOO-), 
dando lugar a las modificaciones postraduccionales de las proteínas denominadas S-nitrosilación 
y nitración de los restos de cisteínas y tirosinas respectivamente. La combinación del NO con el 
oxígeno molecular, da lugar a la producción de trióxido de dinitrógeno (N2O3), el cual reacciona 
con aminas y tioles libres o formando parte de macromoléculas como las proteínas, induciendo la 
S-nitrosilación de proteínas [137].  
 
El peroxinitrito (ONOO-), que procede de su combinación con el anión superóxido (O2-), 
provoca la modificación del grupo fenilo de los residuos de tirosinas induciendo de esta forma la 
nitración. Existen numerosos estudios sobre la modulación de la actividad enzimática y/o control 
de la transducción de señales mediante la S-nitrosilación y la nitración de tirosinas, en los que 
ambos procesos pueden provocar la ganancia o pérdida de función. En la Tabla 2 se muestran 
algunas de las proteínas descritas hasta el momento y sobre las que el NO ha sido descrito 
como regulador de la función biológica mediante S-nitrosilación y/o nitración en el sistema 
cardiovascular.  
 
Proteína Modificación Efecto Ref. 
Albúmina Reservorio de NO. [138] 
Caspasa 3 Antiapoptótico y preserva la función endotelial. [139, 140] 
Hemoglobina Vasodilatación en hipoxia y regulación del tono vascular. [141, 142] 
HIF-1α 
Aumento de la producción de VEGF y la densidad 
capilar en el miocardio. Se ve aumentada/inhibida 
en hipertensión arterial pulmonar. 
[143, 144] 
MMP-9 Aumento de la actividad en infarto cerebral. [145] 
Hsp-90 
 
SNO 
Inhibición de la activación de eNOS. [146] 
MMP-13 Aumento de la actividad. [147] 
Fibrinógeno Aceleración de la formación de coágulos y aumento en su fragilidad. [148] 
Plasmina In vitro inactivación del plasminógeno. [149] 
COX In vitro inactivación de la actividad. [150, 151] 
LDL Se ha observado una concentración hasta 90 veces mayor en placas de ateroma. [152] 
α-actinina Provoca disfunción contráctil de los miocardiocitos. [153] 
SERCA 
YNO2 
Existe una correlación del aumento de nitración 
con la disminución de la actividad Ca2+-ATPasa [154, 155] 
Tabla 2.- Pro teínas susceptibles a S-nitrosilación (SNO) o nitración (YNO 2) en el sistem a 
cardiovascular. 
 
Merece destacar una especial atención por lo relevante con nuestra investigación la 
inactivación mediante S-nitrosilación de Hsp90, un activador de eNOS, actuando como regulador 
negativo de la actividad de la propia NOS endotelial [146] y la activación de MMP-13 por NO; que 
de entre los diferentes mecanismos de acción, nosotros hemos demostrado que la nitración de 
MMP-13, concretamente en el residuo Y338 de la proteína, conduce a la separación de la 
proteína caveolina-1, proteína utilizada para su anclaje en la membrana plasmática y freno de su 
función proteolítica, lo que finalmente conlleva a su secreción al espacio extracelular donde 
ejerce su acción degradativa [147]. 
 
3.1.- Las óxido nítrico sintasas (NOS). 
 
La síntesis del NO en mamíferos es catalizada por la acción de la enzima Óxido Nítrico 
Sintasa (NOS) a partir del aminoácido L-arginina (Figura 7); de la que se han descrito hasta el 
momento tres isoformas, las cuales tienen mecanismos enzimáticos similares en los que se 
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produce la transferencia de electrones mediante oxidación del grupo guanidinio terminal de la 
L-Arg, obteniendo L-citrulina y NO como co-producto de la reacción. 
 
Figura 7.- Síntesis del óxido nítrico a partir del aminoácido L-arginina (adaptado de [156]). 
 
Las distintas isoformas de la NOS se caracterizan porque su estructura cuaternaria es 
dimérica, combinan un dominio catalítico reductasa con otro oxigenasa y poseen sitios de unión 
a cofactores como nicotiamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH),  flavin adenin dinucleótido 
(FAD), flavin mononucleótido (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH4), sin los cuales no pueden llevar 
a cabo su función. Así mismo, dos isoformas son dependientes del complejo calcio/calmodulina 
(CaM) [157, 158] (Figura 8). 
 
Figura 8.- Representación del monómero de la Óxido Nítrico Sintasa (adaptado de [159]). 
 
3.2.- Isoformas de óxido nítrico sintasas y sus funciones biológicas. 
 
Las tres isoformas de la NOS, denominadas NOS1, nNOS o NOS neuronal [160]; la 
NOS2, iNOS o NOS inducible [161] y la NOS3, eNOS o NOS endotelial [162] se encuentran 
codificadas por genes independientes, presentando una homología de secuencia aminoacídica 
del 51-57% [130] y, en función de la enzima que produce el NO, tanto la dosis de NO producido y 
su localización, puede ejercer diversas funciones.  
 
La nNOS y eNOS son enzimas constitutivamente expresadas, y requieren un influjo 
significativo de calcio para ejercer su función enzimática, produciendo NO de forma constante a 
bajas concentraciones. Por el contrario, la isoforma inducible, no se encuentra sintetizada en 
estado basal del organismo y en función del estímulo adecuado, en general de tipo inflamatorio, 
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la enzima se sintetiza; es independiente de calcio para su función y a diferencia de las otras 
isoformas, la cantidad de NO que es capaz de generar es en torno a tres órdenes de magnitud 
superior, lo que hace de ésta, una isoforma altamente regulada.  
 
La nNOS se ha descrito que se localiza en neuronas tanto inmaduras como maduras, en 
astrocitos, en cardiomiocitos y en músculo esquelético [163-165]. Entre sus funciones destaca su 
papel como neurotransmisor regulando el tracto gastrointestinal, la erección o la relajación de 
esfínteres. También está relacionada con la plasticidad sináptica y modula la respuesta a 
glutamato [166]. Se ha demostrado que la nNOS está implicada en numerosos desordenes 
neuronales: depresión [167], enfermedad de Parkinson [168] o de Alzheimer [169], pudiendo 
constituir una potencial diana para su tratamiento. 
 
Se ha descrito que la iNOS se localiza en macrófagos, hepatocitos y  cardiomiocitos, 
entre otros tipos celulares [170, 171]. Es primordial para el mantenimiento de la homeostasis de 
los seres vivos en la defensa ante infecciones, ya que participa en la respuesta inmune primaria 
y además, participa en la modulación de procesos inflamatorios, por lo que la pérdida de su 
regulación hace que  participe en la progresión de numerosos desórdenes patológicos como son 
el asma [172],  el shock séptico [173], la miocarditis [170] y la transformación oncogénica de 
tejidos inflamados [174], entre otros muchos. 
 
Aunque el tipo celular por excelencia en el que se ha descrito la expresión de eNOS es 
el endotelio, también se ha demostrado que esta enzima se expresa en plaquetas, 
cardiomiocitos, neuronas del hipocampo, riñón, células epiteliales en hígado e intestino y 
mastocitos [175]. Entres sus múltiples funciones se encarga del mantenimiento de la 
homeostasis de los vasos sanguíneos mediante el mantenimiento del tono vascular, inhibición de 
la agregación plaquetaria y adhesión de leucocitos y, regula la proliferación de células vasculares 
de músculo liso [170]. 
 
 3.3.- Óxido nítrico y patología cardiovascular. 
 
 Como se ha indicado anteriormente, el NO es fundamental para el mantenimiento de la 
homeostasis del sistema cardiovascular. El fallo en la producción o la sobreproducción de este 
gas por parte de cualquiera de las tres sintasas puede desencadenar el inicio o la progresión de 
un suceso patológico. Por ejemplo, se ha asociado el nivel de nitración de proteínas con estados 
patológicos, sobretodo, a nivel cardiovascular [176, 177].  
 
 3.3.1.- NO y aterosclerosis. 
 
 La disminución de la biodisponibilidad de NO está implicada en el desarrollo de la 
enfermedad vascular, aunque aún no está claro si es la causa de o el resultado de la disfunción 
o ambas cosas. La pérdida de la homeostasis del endotelio o disfunción endotelial se traduce en 
la susceptibilidad de sufrir  diversas enfermedades como la aterosclerosis, la hipertensión 
arterial, la diabetes mellitus, la trombosis y la enfermedad cerebrovascular [136].  
 
Gracias a los modelos de ratón deficientes para cada uno de los tres genes de las 
sintasas de NO, se ha podido elucidar la implicación de cada uno de los mismos en el desarrollo 
de la aterosclerosis. Los ratones deficientes para eNOS, naturalmente  hipertensos, presentan 
una severa disfunción endotelial por pérdida de la producción de NO endotelial, peor respuesta 
frente a daño vascular e isquemia cerebral y aterosclerosis inducida por dieta 
hipercolesterolémica [127]. Al igual que la eNOS, la deficiencia del gen de la nNOS en un modelo 
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de ratón deficiente para apoE provoca la susceptibilidad de sufrir aterosclerosis inducida por 
dieta grasa [178], además de presentar menor severidad ante el daño mediado en isquemia 
cerebral.  
 
Mientras que la eNOS juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 
de los vasos, el exceso de producción de NO, como se ha descrito en el apartado anterior, 
puede contribuir al desarrollo de la aterosclerosis a través de la nitración de proteínas. La 
deficiencia de iNOS en un modelo de ratón ha demostrado que disminuye la formación de 
neoíntima en un modelo de daño arterial [179] y también se ha observado, en un modelo de 
ratón doble deficiente para apoE e iNOS, que se reduce la lesión aterosclerótica [180]. 
 
El efecto del NO, no sólo se ve mediado a través de la modificación postraduccional de 
proteínas; el NO puede afectar a la transcripción de genes involucrados como las moléculas de 
adhesión (VCAM-1, ICAM-1, entre otros), favoreciendo la progresión y desestabilización de la 
placa de ateroma, llevando a su ruptura y desencadenando en un evento isquémico [127, 181]. 
 
 3.3.2.- NO y aneurisma abdominal de aorta. 
 
 Durante nuestro trabajo hemos estudiado el efecto que el  NO ejerce durante  la 
progresión  de aneurismas de aorta abdominal, en especial el efecto de la expresión de iNOS 
sobre esta patología. El hecho fundamental de explorar iNOS reside en que el NO se encuentra 
expresado en esta condición patológica en concentraciones muy elevadas por encima de la que 
es capaz de alcanzarse respecto a la actividad de eNOS o de nNOS, y a su vez, el gran 
incremento en la producción de NO tiene lugar de forma asociada a la respuesta inflamatoria que 
surge durante la formación del aneurisma. No obstante es importante destacar que 
recientemente se ha descrito en humanos  un estudio en el que el polimorfismo G894T en el gen 
de eNOS, se ha podido correlacionar con una mayor incidencia en la presencia de aneurismas 
de aorta abdominal de gran tamaño [182]. En ratones, no obstante,  pocas investigaciones se 
han llevado a cabo en referencia a este gen, probablemente debido a la poca relevancia de esta 
enzima en el desarrollo de esta patología; aunque es meritorio destacar un trabajo con ratones 
doblemente deficientes para el gen apoE y eNOS, en el que demuestran un aumento en la 
formación de aterosclerosis y de AAA, aunque podría ser un evento secundario compensatorio 
por la estenosis del vaso [25]. 
 
 A diferencia de lo que sucede con eNOS, se ha observado la relevancia de la iNOS en 
dicho proceso tanto en humanos, detectando un incremento de la síntesis de la iNOS asociado al 
el aumento en la producción de NO y ROS/RNS, promoviendo el daño vascular [183]; como en 
ratones, en un modelo de inducción química de aneurismas mediante CaCl2, donde se observó 
que los animales deficientes para la iNOS son parcialmente resistentes al desarrollo de la 
aneurisma, asociándolo a una disminución de las metaloproteinasas 2 y 9, y a la producción de 
ROS [184]. Complementario a ese trabajo se demostró que la disminución de la producción de 
NO, en un modelo de AAA por inyección de elastasa en rata, provoca una disminución del 
tamaño del aneurisma [185]. 
 
 3.3.3.- NO e isquemia y reperfusión. 
 
 Como se ha mencionado en apartados anteriores, tras un fenómeno isquémico en el 
corazón se produce la muerte de una parte del miocardio y se desencadena una serie de 
eventos con el propósito de salvaguardar y proteger tanto la estructura como la función del 
miocardio restante e intentar restaurar la mayor parte de la función cardiaca perdida. La 
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capacidad del miocardio para adaptarse al daño determinará si el corazón será capaz de 
compensar el daño y preservar su función o fracasará con el consiguiente fallo agudo.  
 
Evidencias acumuladas en las últimas décadas han demostrado que el NO juega un 
papel central en los procesos de muerte/supervivencia celular y en los de reparación/remodelado 
tisular, aunque existe una gran controversia sobre si su función es protectora o perjudicial sobre 
dichos procesos. El NO dependiendo de la dosis es capaz de provocar daño cardiaco 
aumentando la permeabilidad de transición de poro mitocondrial (MPTP), ya sea a través de la 
inhibición de la cadena de transporte electrónico o mediante la nitración de proteínas, o es capaz 
de tener un efecto cardioprotector mediante la inhibición del MPTP, ya sea a través de la 
activación la GCs o mediante de la modificación postraduccional de proteínas tanto por 
S-nitrosilación como por nitración [186]. 
 
Aunque el exceso de NO es negativo para la función cardiovascular, como se ha 
demostrado en el shock séptico [187], la terapia antioxidante, para evitar el exceso de ROS y 
peroxinitrito, se ha demostrado ineficaz frente al daño isquémico, a pesar de que inicialmente se 
pensó que tenía un efecto protector [188-190].  El precondicionamiento cardiaco, producido tanto 
por uno o varios episodios de I/R, provoca la activación de la eNOS promoviendo su acción 
protectora en los primeros momentos del PC. Además de bloquear la apertura del MPTP 
promueve la activación de la síntesis de enzimas detoxificantes (MnSOD, COX, iNOS) mediante 
los factores de transcripción NF-κB  y AP-1 [191-193]. 
 
Se ha demostrado que la expresión de la iNOS en cardiomiocitos, en un modelo de 
isquemia y reperfusión, provee cardioprotección limitando la zona del infarto y mejorando la 
recuperación contráctil postisquémica asociada a la disminución de radicales libres [194]; aunque 
hay estudios que indican que la deficiencia de la misma enzima, en un modelo murino de 
isquemia produce una menor hipertrofia, fibrosis, dilatación y disfunción del ventrículo izquierdo 
[195]. 
 
Bolli, en una revisión en 2001 [196], habla de la función cardioprotectora del NO y, en 
concreto, del papel de la iNOS, destacando que, en la comunidad científica, ha calado la idea de 
que el NO tiene un efecto deletéreo, debido a sus efectos prooxidantes, aunque eso no es cierto 
ya que no concuerda con la mayoría de los estudios publicados hasta esa fecha, ya que 
aproximadamente el 70% de los estudios, en isquemia miocárdica no precondicionada, indican 
que el NO tiene un efecto protector tanto in vitro como in vivo.  
 
El tercer proyecto de esta tesis doctoral se centra en esclarecer el efecto del NO como 
molécula cardioprotectora en procesos de isquemia y reperfusión, describiendo rutas de 
señalización molecular que actúan en dicho proceso. 
 
 
 4.- Metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP). 
 
Las metaloproteinasas de matriz extracelular o MMPs, fueron descritas inicialmente por 
Gross y Lapierre en 1962 [197], presentando la capacidad de degradar todos los componentes 
de la ECM, lo que hace que estén implicadas en todo proceso en el que haya remodelado de la 
matriz como la morfogénesis, la migración de células inflamatorias, la reparación de tejidos o la 
angiogénesis, entre otros. El desajuste de su actividad se asocia directamente con situaciones 
patológicas, destacando los procesos de invasión cancerosa y metástasis [198, 199], artritis 
[200], enfermedades autoinmunes [201, 202], periodontitis [203], ulceración de tejidos [204], 
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aterosclerosis [205], aneurismas [28, 206] y fallo cardiaco [207]. Aunque siempre se ha descrito a 
las MMPs  por esta función tan importante, no es el único papel que pueden llevar a cabo. De 
hecho, recientemente se ha podido constatar su capacidad para poder generar epítopos que 
funcionan como efectores celulares o liberar factores de crecimiento secuestrados, habiéndose 
observado también su capacidad para degradar factores de crecimiento, citoquinas, 
quimioquinas, receptores y moléculas de adhesión para su reciclado o para modificar las 
interacciones célula-célula [208, 209]. Por ello, el papel de las MMPs es hoy en día foco de un 
intenso estudio en muchas disciplinas relacionadas con la biomedicina. Como ejemplo de lo 
anteriormente expuesto, nosotros hemos sido capaces de revelar cómo MMP-13, una 
colagenasa fundamental en los procesos de remodelado y migración celular, es capaz de 
degradar proteolíticamente la molécula de adhesión celular ICAM-1, siendo de vital importancia 
esta función en el contexto de una patología cardiovascular como la aterosclerosis en sus 
estadios iniciales, en los que la adhesión de células del sistema inmunitario al endotelio vascular 
es uno de los desencadenantes fundamentales del desarrollo de la patología. 
 
4.1.- Estructura y clasificación de las MMPs. 
 
Las MMPs son endoproteasas dependientes de zinc, activas a pH fisiológico, que se 
secretan como zimógenos y que contienen un péptido señal que las dirige hacia su localización 
final. Se han ido numerando en relación a descubrimiento cronológico, desde la MMP-1 a la 
MMP-28, aunque la MMP-18 sólo se ha encontrado en Xenopus, y la MMP-23 se compone de 2 
miembros, A y B.  
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Inicialmente, esta gran familia de proteínas, se clasificó por su afinidad respecto del 
sustrato preferente a ser degradado, y así se les sigue llamando a muchas de ellas hoy en día 
(colagenasas, gelatinasas, o estromelisinas, entre otras), aunque actualmente se utilizan 
parámetros estructurales para su agrupación (Figura 9) [210]. Las MMPs poseen un dominio 
propeptídico (PRO), de unos 80 aminoácidos, con una secuencia conservada PRCGXPD, 
también denominada interruptor de cisteína, que se encarga de mantenerla inactiva al quelar el 
anión Zn2+ del centro catalítico, imprescindible para su actividad. El dominio catalítico (CAT), de 
unos 170 aminoácidos, presenta una secuencia consenso HEXXHXXGXXH, en el que las tres 
histidinas se unen al Zn2+ formando el centro catalítico de la enzima, siendo esta 
tetra-coordinación el elemento responsable del mantenimiento inactivo de la enzima. Aparte de lo 
mencionado anteriormente el dominio catalítico a su vez, presenta otro anión de Zn2+ y dos 
cationes Ca2+ con funciones de tipo estructural [211]. A continuación del dominio catalítico existe 
una región bisagra, flexible y rica en prolina, que se encarga de unir el dominio catalítico con un 
dominio presente en todas las MMPs excepto en las matrilisinas (MMP-7 y MMP-26): el dominio 
contenido en el extremo carboxilo terminal, y denominado semejante a hemopexina (HP) [212], 
el cual está compuesto por 4 hojas β formando la estructura cuaternaria de  barril β, facilitando la 
capacidad de interaccionar con otras proteínas tanto de la ECM, como con receptores de 
membrana. En el caso de la MMP-14 también permite la homodimerización promoviendo su 
actividad [213]. 
 
Además de los motivos anteriormente mencionados, localizados de forma general en 
todas las MMPs, vamos a describir a continuación las regiones o dominios particulares dentro de 
cada tipo de MMP, gracias a los cuales se han adquirido determinadas capacidades diferenciales 
del resto de enzimas. Una de ellas es la región compuesta de  11 aminoácidos, con un motivo 
RX(R/K)R, que permite una activación directa de las MMPs a través de endopeptidasas 
asociadas al aparato de Golgi, por presentar la capacidad de liberar el propéptido del centro 
activo. Esta región es conocida como dominio de furina o dominio de ruptura por hormona 
convertasa y se encuentra presente en la estromelisina-3 (MMP-11), la elipsina (MMP-28), las 
MMPs asociadas a membrana (MT-MMPs), la MMP con anclaje de matriz de cisteína (MMP-23) 
y la MMP-21. Esta última MMP destaca porque dicho inserto está presente en repeticiones de 
tipo vitronectina [214]. 
 
Otro motivo específico es el que se localiza en las denominadas gelatinasas A y B 
(MMP-2 y MMP-9 respectivamente), que presentan tres repeticiones de tipo fibronectina en el 
dominio catalítico, lo que les permite la capacidad de unión y corte del colágeno y la elastina, 
destacando además que MMP-9 contiene una región única en todas las MMPs de 54 
aminoácidos rica en prolina homóloga a la cadena α2 del colágeno de tipo V [215]. 
 
Un grupo específico de MMPs son aquellas que presentan en su región carboxilo 
terminal un dominio transmembrana (TM) acoplado a un pequeño dominio citoplásmico (DC); 
son las denominadas MMPs de tipo membrana o MT-MMPs: MMP-14, MMP-15, MMP-16 y 
MMP-24; y englobadas en este grupo MMP-17 y MMP25 presentan además un dominio de 
anclaje tipo glicosil-fosfatifil-inositol (GPI) [216]. 
 
Por último, hay que destacar que la MMP-23, se encuentra anclada mediante un dominio 
transmembrana de tipo II en el extremo N-terminal, y también contiene un dominio rico en 
cisteína y prolina, denominado matriz de cisteína (MCys), así como un dominio de tipo 
inmunoglobulina  C2 similar al receptor de interleuquina-1 (Ig) [217]. 
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4.2.- Regulación de las MMPs. 
 
 Debido a la importancia de los procesos en los que las MMPs participan y las 
consecuencias a nivel patológico de su descoordinación, estas enzimas se encuentran bajo un 
estricto control en cuatro niveles diferentes: el transcripcional [218], la compartimentalización, la 
activación del zimógeno [212] y la inhibición de su actividad [219].  
 
4.2.1.- Regulación transcripcional. 
 
La regulación transcripcional de las MMPs es muy compleja, debido a que en función del 
tipo celular se expresan o se inhiben de forma específica en el tiempo. Desde el punto de vista 
de la transcripción génica, los promotores de estas enzimas contienen múltiples elementos de 
respuesta, que son regulados por diversos elementos transactivadores, como son los factores de 
transcripción AP-1, PEA3, Sp-1, Tcf-4 o NF-κB, entre otros. Existe cierta similitud de los 
promotores entre las diversas MMPs, aunque sorprendentemente las que pertenecen a una 
misma familia, como son MMP-2/MMP-9 o MMP-1/MMP-8/MMP-13, se regulan de manera 
diferente [218]. Debido a la similitud de los promotores de las diversas metaloproteinasas y al 
patrón diferencial de expresión de las mismas dependientes del tipo celular, se ha demostrado 
que un posible mecanismo de control depende de los factores de transcripción específicos de un 
tejido o tipo celular en concreto. Es por ejemplo, el caso del factor Cbfa-1, específico de tejido 
óseo, que nuestro laboratorio ha puesto de manifiesto la relevancia del NO en la maduración 
osteoblástica a través de la transcripción de MMP-13 mediada por este factor de transcripción, 
mientras que en endotelio vascular el NO regula la expresión de esta MMP a través de la región 
AP-1 del mismo promotor [220]. 
 
 Al final de la década de los 80 se descubrió una proteína que, de entre las diferentes 
funciones que regula, induce la expresión de MMPs [221]. Esta proteína ha tenido numerosos 
nombres y actualmente se la denomina: inductor de metaloproteinasas extracelulares de matriz o 
EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase INducer). Incluimos a esta proteína en el 
apartado de la regulación transcripcional por el papel fundamental que presenta en nuestro 
trabajo. 
   
4.2.1.1.- Activador de metaloproteinasas  (EMMPRIN). 
 
La proteína denominada EMMPRIN (Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer) fue 
descrita inicialmente como gp42 en fibroblastos de ratón [221], aunque también se la ha 
denominado como basigina, neurotelina, antígeno HT7, M6 o CD147, y se ha identificado en 
múltiples tipos celulares como en células endoteliales, en músculo liso, plaquetas, linfocitos, 
cardiomiocitos, o en células tumorales [222-225]. 
 
4.2.1.2.- Estructura de EMMPRIN. 
 
EMMPRIN es una glicoproteína de la cual se han descrito varias isoformas, aunque la 
mayoritaria (objetivo principal de este trabajo) presenta 269 aminoácidos (Figura 10). EMMPRIN 
es una proteína de membrana integral de tipo I, que presenta tres posibles sitios susceptibles a 
modificación por N-glicosilación. La proteína sin modificar presenta un peso molecular 
aproximado de 30 kDa, con un péptido señal de 21aa. que indica su localización en membrana. 
La región extracelular desde el extremo N-terminal, consta de 186 aminoácidos formando dos 
dominios inmunoglobulina, el primero de tipo C2 y el segundo de tipo V, con estructura de hoja β 
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estabilizada por un puente disulfuro. El dominio transmembrana está compuesto por una única 
región de tipo hidrofóbica de 21 residuos, la cual está rota por un residuo polar de ácido 
glutámico. Dicho residuo está altamente conservado entre especies, al igual que un motivo de 
tipo cremallera de leucina que se supone que sirve para procesos de interacción proteína-
proteína. Por último, la cola citoplasmática está constituida por 41 residuos aminoacídicos [226, 
227]. 
 
4.2.1.3.- Papel funcional de EMMPRIN. 
 
 Las funciones en las que se ha observado la implicación de EMMPRIN son muy 
variadas. Relativas al sistema reproductor, EMMPRIN se encarga de favorecer la implantación 
del embrión en el endometrio uterino y participa en la espermatogénesis. De hecho, los ratones 
deficientes para el gen que codifica esta proteína son estériles, mientras que los heterocigotos 
(+/-) presentan una tasa de natalidad reducida. La falta de la proteína produce fallos a nivel 
neuronal; déficit en aprendizaje y memoria, defectos en la sensibilidad nasal y ceguera, entre 
otros. EMMPRIN actúa como chaperona de los transportadores de monocarboxilato (MCT), en 
concreto de MCT-1 y MCT-4, los cuales se encargan de la excreción celular de lactato, como 
sustrato más relevante, al medio extracelular. Se ha observado que la falta de EMMPRIN 
provoca una disminución de dichos transportadores en la membrana celular de las células 
fotorreceptoras, lo que probablemente explica la ceguera del animal deficiente en EMMPRIN. 
También es capaz de interaccionar con ciclofilina A (CypA), que media la respuesta inflamatoria 
y la invasión tumoral. Se ha determinado que EMMPRIN actúa como receptor de CypA, 
transmitiendo la señal para disparar la quimiotaxis de neutrófilos, eosinófilos y células T, y se 
piensa que dicha transmisión de señal se realiza mediante la asociación del receptor con 
integrinas [228-231]. 
 
 
Figura 10.- Estructura de EMMPRIN.  (Adaptado de [227]). Se muestran los dos dominios de 
tipo Ig (V y C2) con los puentes disulfuro y los tres puntos susceptibles de glicosilación. 
 
 Por último, la función por la cual recibe su denominación actual, reside en que 
EMMPRIN es capaz de inducir metaloproteinasas de matriz extracelular. Se ha descrito 
extensivamente su capacidad de ser secretada por células tumorales e inducir las MMPs en 
fibroblastos vecinos normales, aumentando la actividad invasiva del tumor.  En concreto, se ha 
descrito que puede inducir MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 y MT1-MMP, sin descartar que 
pueda inducir más MMPs [225]. Se ha descrito que la propia proteína sin glicosilar puede actuar 
como sustrato de EMMPRIN [232] e inducir MMPs, aunque también se ha demostrado que la 
proteína en estado de baja glicosilación es secuestrada por caveolina-1 evitando que pase a 
estado de alta glicosilación y bloqueando así su acción inductora de metaloproteinasas [233]. 
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Nosotros hemos puesto de manifiesto, tal como veremos posteriormente, que EMMPRIN es 
capaz de regular también la expresión y la actividad de MMP-13 en el endotelio vascular de 
aorta. 
 
4.2.2.- Compartimentalización de las metaloproteinasas. 
 
Las  MMPs no son secretadas al medio extracelular sin orden ni concierto, al revés, al 
igual que su activación el dónde y cómo están altamente controlados. El anclaje de las MMPs a 
determinadas regiones permite que haya una gran cantidad de enzima acumulada en una región 
específica para poder actuar rápida y eficazmente contra un sustrato en concreto. Existen 
numerosos ejemplos como la unión de la integrina αVβ3 a MMP-2 o la proteína CD44 a MMP-9 
[234]. Dichas proteínas, además de anclar a las MMPs, pueden actuar como factores accesorios, 
ayudando a la activación o al reconocimiento de sustrato como las dos proteínas mencionadas 
anteriormente, o impidiendo su activación como en el caso de MMP-13 con caveolina-1. A este 
respecto, en nuestro laboratorio hemos descrito la relevancia de MMP-13 en la migración del 
endotelio vascular de aorta en procesos de reparación endotelial y de heridas tanto in vitro como 
in vivo. La nitración de la tirosina 338 de MMP-13 es determinante para la inhibición de su unión 
en la membrana plasmática a caveolina-1, promoviendo su exportación a la matriz extracelular, e 
induciendo de esta manera el desacoplamiento del endotelio de la matriz [147]. 
 
4.2.3.- Activación de metaloproteinasas de matriz extracelular. 
 
Las MMPs, al ser secretadas como zimógenos, se encuentran en un estado inactivo 
gracias al denominado interruptor de cisteína (Cys), localizado en el dominio propeptídico, que 
secuestra el átomo de Zn2+ del centro catalítico. Para poder ejercer su actividad catalítica dicho 
interruptor deber ser eliminado o desactivado, existiendo diferentes mecanismos, entre los que 
destacamos los siguientes [212]: 
 
1.- Ruptura del dominio propeptídico por una proteasa. Como hemos mencionado con 
anterioridad, las proteasas de tipo furina, otras MMPs, plasmina y otras serin-proteasas son 
capaces de separar el propéptido del resto de la metaloproteinasa. 
 
2.- Perturbación alostérica del zimógeno, liberando el átomo de Zn2+ secuestrado por el 
dominio propeptídico. No es necesaria la eliminación del dominio propeptídico para la activación 
de las MMPs, ya que la disrupción de la interacción Cys-Zn2+ permite su activación. Esto ocurre 
a través de la interacción con macromoléculas o de la modificación postranscripcional de la 
proteasa.  
 
3.- Reducción del tiol libre por agentes oxidantes o agentes no fisiológicos alquilantes, 
metales pesados o bisulfitos. El mecanismo es similar a la perturbación alostérica, pero la diana 
que rompe la interacción inhibitoria, en este caso, es la cisteína que secuestra el átomo de Zn2+. 
 
4.2.4.- Inhibición de la actividad de las metaloproteinasas de matriz extracelular. 
 
La principal vía de inhibición de la actividad de las MMPs es a través de los inhibidores 
tisulares de metaloproteinasas o TIMPs. Aunque no es la única función que ejercen sí es la más 
conocida y caracterizada. En humanos existen 4 isoformas, denominadas desde TIMP-1 a 
TIMP-4, que comparten una alta homología tanto a nivel de secuencia como de estructura. Los 
TIMPs actúan de manera similar al dominio propeptídico de las MMPs, produciendo el secuestro 
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del átomo de Zn2+ del dominio catalítico de las metaloproteinasas [219]. Los TIMPs, al igual que 
las MMPs con los substratos que degradan, poseen diferente afinidad por las MMPs. Tal es el 
caso de TIMP-3, con mayor afinidad para inhibir MMP-13 [235]. Durante los últimos años se ha 
visto que los TIMPs no sólo inhiben la actividad de las MMPs por interacción directa, TIMP-2 es 
capaz de inducir la expresión de RECK, un inhibidor asociado a membrana de MMP-2, MMP-9 y 
MT1-MMP, entre otros [236]. 
 
4.3.- Metaloproteinasas de matriz extracelular y óxido nítrico. 
 
El óxido nítrico se ha descrito como un modulador de la actividad de las MMPs, tanto 
promoviendo su función como inhibiéndola, mediante la inducción o represión de la transcripción, 
así como promoviendo cambios en su compartimentalización o en su actividad.  
 
A nivel transcripcional existen numerosos trabajos que explican el efecto del NO sobre 
las MMPs: en placentas de ratas diabéticas se ha descrito la regulación de la expresión de 
MMP-2 y MMP-9 por la sobreexpresión de NO [237]; la interleuquina 1β es capaz de aumentar la 
transcripción y la actividad de MMP-2 en fibroblastos cardiacos a través del NO; y en nuestro 
laboratorio hemos descrito la regulación transcripcional de MMP-13 a través de NO y la ruta de la 
GCs [238]. Por el contrario, hay estudios que demuestran que el NO disminuye la estabilidad del 
ARNm de MMP-9 inhibiendo el factor estabilizante HuR en células renales mesangiales de rata 
[239]. 
 
A nivel de compartimentalización se ha descrito el aumento, mediado por eNOS, de la 
concentración de MT1-MMP en determinadas zonas de membrana y el aumento de su actividad 
en células endoteliales [240]; y nosotros hemos descrito la activación de MMP-13, al separarse 
de caveolina-1,  mediante la nitración de la Y338 de la proteasa, y su efecto en reparación de 
heridas [147]. 
 
Modulando la actividad enzimática, se ha descrito la activación de MMP-9 mediante 
S-nitrosilación induciendo la apoptosis en neuronas [145] o su papel promoviendo la invasión del 
trofoblasto, esencial en el proceso de embarazo [241]; en trastornos de la articulación 
temporomandibular se ha demostrado la nitración de MMP-3 y el aumento de su actividad 
enzimática [242]; o la inhibición de TIMP-4 por nitración, y el consiguiente aumento de actividad 
de MMP-2 [243]. 
 
Aún queda mucho por investigar sobre la activación o inhibición de las MMPs mediada 
por NO, y parte del trabajo de esta tesis se centra en los mecanismos moleculares a través de 
los cuales ocurre dicha modulación. 
 
 4.4.- Metaloproteinasas de matriz extracelular y patología cardiovascular. 
 
La pérdida del control de las MMPs puede conllevar el inicio, desarrollo o 
desencadenamiento de un evento letal asociado a una patología de tipo cardiovascular o de otra 
índole. Los niveles de MMPs, en concreto de MMP-9, se han considerado como un posible 
marcador pronóstico de desarrollo o progresión de aneurismas, aterosclerosis, infarto agudo de 
miocardio o de la presencia de diferentes tipos de tumores. [198, 206, 244, 245]. 
 
En el caso de la aterosclerosis, las MMPs han sido implicadas en los diferentes estadios 
de la placa de ateroma. Actúan promoviendo la acumulación de colágeno, donde las MMP-1, -3 y 
-8 colocalizan con el colágeno degradado [205], promoviendo la migración de las células de 
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músculo liso de la capa media a la íntima, e induciendo el desarrollo de la placa [246], o 
provocando la inestabilidad y ruptura de la placa de ateroma, pudiendo desencadenar en un 
episodio isquémico, siendo MMP-9 una de las enzimas especialmente relevantes en este 
proceso. [247, 248]. 
 
 Desde que en 1993 se describiera la correlación entre la presencia de MMP-1 y los 
AAAs [249], un gran número de estudios han hecho evidente la presencia de diversas 
metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9, MMP-13) implicadas en el desarrollo del aneurisma. Dicha 
presencia ha sido evidente en diferentes tipos celulares, tanto en el tejido aneurismático como en 
células circulantes [250-252], y al igual que en aterosclerosis, se han podido correlacionar 
niveles circulantes de MMP-9 con la ocurrencia de AAA [206].  
 
En la actualidad, se ha observado que muchos de los fármacos para el tratamiento de 
enfermedades como la aterosclerosis o las aneurismas actúan inhibiendo diferentes MMPs. De 
esta forma, las estatinas actúan inhibiendo la actividad de MMPs, en muestras de humanos con 
AAA tratados con atorvastatina, donde se observa una reducción significativa en los niveles de 
MMP-13 [253]. La doxiciclina, tiene la capacidad de inhibir la actividad de metaloproteasas tales 
como MMP-9 [254] o MMP-13 [255] entre otras, observándose su capacidad para limitar el 
crecimiento de aneurismas o el tratamiento en pacientes con aterosclerosis mostrando 
resultados prometedores [256]. 
 
Tras un infarto de miocardio le sigue un proceso de remodelación/reparación de la zona 
dañada. Para ello hay una inducción de diversas MMPs, que degradan la ECM y la vasculatura 
coronaria preexistente [9]. Se han observado niveles elevados de MMP-9 y TIMP-1 en plasma, 
en pacientes con síndrome coronario agudo [257]; que los niveles en plasma de MMP-8 y -9 de 
pacientes que han sufrido hace tres días un infarto se encuentran elevados [258]; o incluso que 
la acción de las MMPs es secuencial y depende de la fase de la patología, ya es el caso de 
niveles elevados de MMP-3 en suero a los tres meses postinfarto y no en la fase aguda del 
proceso [259]. 
 
Mediante el precondicionamiento, tanto cardiaco como en otros órganos, se ha 
observado una disminución de los niveles de MMP-2 y MMP-9, entre otras, asociados a una 
mejora en la función del órgano tras el daño isquémico [260-262]. Diversas estrategias 
terapéuticas se han aplicado para la mejora del remodelado y la recuperación de la función 
cardiaca, como el uso de doxiciclina u otros inhibidores de MMPs [263] o terapias en las que a 
posteriori se ha demostrado la intervención de MMPs en el proceso, como es el caso del 
tratamiento con oxitocina en un modelo de I/R en conejo, que mejora tanto la función cardiaca 
como el remodelado a través de efectos antifibróticos y angiogénicos mediante la activación de 
MMP-1, eNOS y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) [264]. 
 
Por todo lo anteriormente expuesto, todo parece indicar la especial relevancia  de las 
MMPs como posibles dianas terapéuticas, aunque teniendo el cuidado de no interferir otro de los 
muchos procesos fisiológicos que median estas proteínas. 
 
4.5.- EMMPRIN y enfermedad cardiovascular. 
  
 El estudio de EMMPRIN hasta el año 2000 se había centrado principalmente en su 
actividad en la barrera hematoencefálica, ya que ahí fue donde inicialmente se descubrió, y en 
los procesos tumorales, al demostrar que aumentaba su capacidad invasiva, de ahí el interés 
como marcador tumoral y/o diana terapéutica. Debido a las funciones atribuidas a EMMPRIN, en 
1.- Introducción.
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relación a su papel en los procesos de tipo migratorio durante la angiogénesis, el estudio de su 
implicación en patología cardiovascular ha sido recientemente explorado. De esta manera, 
recientemente se ha observado cómo pacientes con cardiomiopatía dilatada isquémica 
presentan unos niveles de EMMPRIN del 250% superior frente a pacientes no isquémicos, 
asociado con un incremento en la producción de MMPs [207]. Por otra parte, durante el 
desarrollo de aterosclerosis  en las placas de ateroma también se ha demostrado que la 
diferenciación de monocitos induce su expresión, y puede jugar un efecto en el desarrollo de la 
patología [265]; o que está también presente en células de músculo liso en aneurismas de aorta 
abdominal [266].  
 
Por todo lo anterior, en esta tesis nos hemos centrado en estudiar el papel de este 
receptor en dos patologías muy diversas como es el proceso de isquemia/reperfusión, que 
protege al corazón frente a procesos isquémicos más graves, y en el desarrollo de aneurismas 
abdominales de aorta. En ambas patologías el papel del óxido nítrico y de las MMPs es crucial 
en el desarrollo o protección frente a dichas enfermedades, todas ellas teniendo como 
denominador común, el extenso remodelado que se produce durante su inducción y progresión 
de las mismas. Como veremos, en nuestro laboratorio hemos puesto de manifiesto la relación 
entre la triada NO-EMMPRIN-MMP. 
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  2.-  Objetivos. 
 
  
El NO es un factor vasoactivo con muy di versas funciones en la  patofisiología de los  
seres vivos. De entre todas ellas, en patología ca rdiovascular el NO ejer ce un papel importante 
durante el remodelado que surge como consecuencia de la génesis de distintas patologías. En la 
presente tesis hemos profundizado en conocer los mecanismos de acción subyacentes, y para 
ello nos hemos propuesto llevar a cabo los siguientes objetivos: 
 
 
2.1.- PROYECTO I: Efecto vasoprotector del NO endotelial en la aterosclerosis. Efecto 
sobre la adhesión celular a través del procesamiento proteolítico de ICAM-1 por la 
activación de MMPs. 
 
1.- Contribución del NO en la formación de plac a de ateroma en ratones doblem ente deficientes 
para los genes apoE y eNOS. 
2.- Dilucidar si el efecto del NO en dotelial sucede en los estadios in iciales de la aterosclerosis, a 
través de la regulación de moléculas de adhesión celular. 
3.- Contribución de la expresión de metaloproteinasas en el efecto del NO en la aterosclerosis.  
4.- Análisis de la adhes ión celular mediada por NO . Mecanismos moleculares de acción del NO  
sobre la adhesión celular a la pared arterial. 
 
 
2.2.- PROYECTO II: El Óxido Nítrico induce la progresión de Aneurismas de Aorta 
Abdominal a través del inductor de metaloproteinasas EMMPRIN. 
 
1.- Contribución de la falta de iNOS sobre la progresión de AAAs en un modelo murino de 
infusión de elastasa. 
2.- Contribución de la expresión de MMPs en el efecto del NO sobre los AAAs. 
3.- Análisis de la expresión de proteínas candidatas para la regulación de la actividad proteolítica 
mediada por NO. Papel de EMMPRIN en el proceso. 
4.- Efecto de la sobreexpresión de EMMPRIN en el  remodelado endotelial s obre la activac ión y 
regulación de la expresión de MMPs. Efecto sobre MMP-13. 
5.- Análisis de la expresión de EMMPRIN, MMP-13 e iNOS en AAAs humanos. 
 
 
2.3.- PROYECTO III: El Inductor de Metaloproteinasas de Matriz Extracelular (EMMPRIN) 
es una diana del Óxido Nítrico en cardioprotección. 
 
1.- Contribución de la falt a de iNOS al daño isquémico producido en un modelo murino de 
isquemia y reperfusión. 
2.- Análisis de la expresión de proteínas candidatas que median el daño isquémico inducidas por 
NO. Contribución de EMMPRIN y de MMP-9. 
3.- Efecto de la inhibic ión de iNOS en la mediación del dañ o isquémico y  regulac ión de la 
expresión de proteínas candidatas. 
4.- Determinación de los m ecanismos moleculares de regulac ión de la  expresión de EMMPRIN 
mediados por NO. 
5.- Contribución de la inhibición de EMMPRIN al daño isquémico en ratones  deficitarios para el 
gen de la iNOS en un modelo de isquemia y reperfusión. 
3.- Objetivos.
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Los proyectos presentados en este trabajo demuestran cómo el NO es capaz de inhibir o 
acelerar la progresión de una determinada enfermedad, en este caso, de tipo cardiovascular. 
Aunque ya lo hemos mencionado con anterioridad, hay que destacar que el cuándo, el cuánto y 
el dónde se produce el NO va a influir decisivamente en la resolución o la progresión de una 
enfermedad en concreto.  
 
En esta tesis hemos puesto de manifiesto que el NO producido por la enzima óxido 
nítrico sintasa endotelial (eNOS), tiene un efecto protector, manteniendo la homeostasis de los 
vasos sanguíneos mediante la activación de MMP-13, favoreciendo el reciclado de proteínas de 
adhesión celular en endotelio y evitando la aterosclerosis. Al contrario, el NO producido por la 
enzima inducible, a escala micromolar, perjudica el desarrollo de la progresión de aneurismas 
abdominales de aorta mediante la activación de MMP-13, a través de EMMPRIN, y la 
degradación de la estructura aórtica vascular. 
 
Por otro lado, de forma patente, se observa en nuestra investigación cómo el NO 
producido por la isoforma inducible favorece la progresión de AAAs a través de la activación 
EMMPRIN y su posterior diana: MMP-13, descrita por nosotros. En contraposición, hemos 
demostrado que en el modelo de isquemia/reperfusión llevado a cabo en las arterias coronarias 
murinas, el NO producido por la misma enzima se encarga de bloquear a EMMPRIN y a su diana 
efectora MMP-9. Mientras que en un caso la diana celular son las células endoteliales de la 
aorta, en el modelo de isquemia/reperfusión el NO ejerce su acción fundamental en los 
cardiomiocitos del tejido cardiaco.  
 
A continuación discutiremos cada uno de los proyectos, para poder configurar una visión 
global de los efectos que el NO ejerce en el remodelado vascular: 
 
 
PROYECTO I: La deficiencia de Óxido Nítrico de origen endotelial reduce la ruptura de 
ICAM-1 mediada por MMP-13 en el endotelio vascular: Rol en Aterosclerosis. 
 
En este artículo hemos demostrado que la falta de la enzima eNOS induce la infiltración 
monocitaria, aumentando el tamaño de la lesión aterosclerótica, a su vez, reduciendo  la 
expresión de MMP-13, y preservando los niveles de ICAM-1 en el endotelio de las aortas 
ateroscleróticas en ratones deficitarios para apoE.  Esto es debido, en parte, a que MMP-13 es 
capaz de degradar ICAM-1 tanto in vivo como in vitro, lo que sugiere una vía de protección 
molecular inducida por MMP-13 en ratones que expresan la enzima eNOS. 
 
De forma previa a nuestro trabajo, se ha descrito que el NO de origen endotelial inhibe la 
adhesión leucocitaria al endotelio [267], la migración de las células de músculo liso [268] y la 
agregación plaquetaria [269]. No obstante, los mecanismos por los cuales eNOS es capaz de 
mantener un endotelio “libre de placa”, aunque muchos estudios apuntan a distintas dianas 
moleculares, no están aún resueltos en profundidad. Uno de los cofactores requeridos para la 
actividad de eNOS, la tetrahidrobiopterina (BH4) ha sido propuesto como un candidato para 
explicar este efecto. Dependiendo de la biodisponibilidad de esta molécula, eNOS puede alternar 
la producción de NO con la de anión superóxido, siendo ésta una de las fuentes más comunes 
de generación de peroxinitrito, gracias a la combinación de los dos radicales, lo cual a su vez 
contribuye de forma significativa al daño aterosclerótico [270]. Hay que destacar a este respecto 
que en nuestro laboratorio hemos puesto de manifiesto cómo el peroxinitrito induce la activación 
de MMP-13 por la nitración de la tirosina 338 de la proteasa [147], mientras que la administración 
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 aguda de BH4 o sepiapterina, un precursor de BH4, disminuye la producción de superóxido y 
mejora la función endotelial [271]. 
 
El papel de las MMPs en aterosclerosis ha sido ampliamente descrito en la literatura 
[272]. La deficiencia de MMP-2, MMP-9 y MMP-12 se ha correlacionado con una reducción 
significativa en la formación de placa en aortas de ratón [272-275].  Anteriormente, en nuestro 
laboratorio, describimos que la expresión de MMP-13 está significativamente reducida en las 
aortas de ratones deficitarios para la enzima eNOS, y que el NO regula de manera 
transcripcional la expresión de MMP-13 a través de la ruta de GMPc-PKG en células endoteliales 
aórticas [126, 238]. Además, demostramos que el óxido nítrido aumenta la actividad proteolítica 
de MMP-13 mediante la nitración de la tirosina 338 [147]. En este trabajo hemos incidido sobre 
uno de los aspectos más relevantes cardiovasculares como es la aterosclerosis, demostrando el 
claro papel protector de la expresión basal de MMP-13, cuya expresión se encuentra 
significativamente limitada en los ratones deficientes para eNOS, sugiriendo que la protección 
que confiere eNOS en el desarrollo de esta patología está mediada, al menos, por su posible 
efecto sobre MMP-13. 
 
Deguchi y colaboradores descubrieron que la deficiencia en MMP-13, se correlaciona 
con cambios en la deposición y el alineamiento de las fibras de colágeno en las placas 
ateroscleróticas, más que cambios en el tamaño de las lesiones [272-275]. En los ratones 
doblemente deficientes para eNOS/apoE, la expresión de MMP-13 se encuentra 
significativamente reducida, aunque no abolida, lo que puede explicar las diferencias en la 
infiltración monocitaria y el tamaño de las lesiones. Esta aparente contradicción puede ser 
explicada por el hecho de que la eNOS puede inhibir la aterosclerosis mediante otras vías, pero 
también por el hecho de que la eliminación de una MMP en concreto puede llevar a la ganancia 
de función de otras proteínas de esta familia. A este respecto, Patel y colaboradores [80] 
pusieron de manifiesto que ICAM-1 se inhibía directamente en un modelo aterosclerótico, 
mientras que nosotros hemos demostrado que la inhibición de una proteasa está íntimamente 
ligada con el mantenimiento de esta proteína de adhesión. En este respecto, sería interesante 
evaluar los niveles de eNOS en las aortas deficitarias para MMP-13. En cualquier caso, ambos 
trabajos apuntan a que esta metaloproteinasa de forma basal, al menos en el endotelio vascular, 
ejerce un claro efecto antiaterogénico y, en adición, o junto con el cofactor de la eNOS, BH4, 
nosotros proponemos que MMP-13 es otro candidato en la prevención de la aterosclerosis 
mediada por NO.  
 
Las MMPs inducen la migración de células de músculo liso y endoteliales, contribuyendo 
a la formación de la placa durante la aterosclerosis [19, 30]. Sin embargo, se ha demostrado que 
MMP-9, MT1-MMP y TACE también pueden inducir la proteolisis de moléculas de adhesión, y 
por lo tanto regular la infiltración de macrófagos [276-279]. Hasta el momento las únicas 
proteínas ajenas a la matriz extracelular moduladas por MMP-13 son la prolactina [208] y la 
proteína quimiotáctica MCP-3 [280]. Nosotros hemos descrito, en un contexto patológico, cómo 
MMP-13 también es capaz de procesar ICAM-1, en una región cercana al dominio N-terminal, en 
concreto en dos sitios, las posiciones E61 y G98. 
 
Aparte de lo descrito por nosotros, se ha sugerido la capacidad de MMP-13 para 
controlar la aterosclerosis, ya que como resultado de su efecto sobre la prolactina, se libera un 
fragmento de 16 kDa capaz de inhibir angiogénesis [208]. Este efecto, junto con la capacidad 
para inhibir la migración celular por su efecto sobre MCP-3 [280], se ve ampliamente reforzado 
con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en los que desvelamos la capacidad que 
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 presenta para inhibir la adhesión monocotaria al digerir ICAM-1 en su extremo N-terminal, 
responsable de la unión celular. 
 
Además de MMP-13, otros laboratorios han descrito la degradación proteolítica de 
ICAM-1 a través de la acción de otras MMPs, liberando una forma soluble de la proteína, 
denominada sICAM [276, 277, 279]. Sin embargo, en nuestro caso hemos observado que 
MMP-13 libera un fragmento de 12 kDa de ICAM-1 localizado en el dominio N-terminal, el cual, 
se corresponde con una región perteneciente al primer dominio Ig, que interacciona con el 
ligando LFA-1, precisamente utilizado por las células T, B, neutrófilos y macrófagos durante el 
reclutamiento en las zonas de inflamación. La pérdida de ese dominio podría traducirse en una 
menor capacidad de adhesión monocitaria. Además, este procesamiento proteolítico puede 
producir el bloqueo del ligando LFA-1, ya que dentro del primer dominio Ig se encuentra la 
secuencia aminoacídica PRGG, que se ha descrito como parte indispensable en los inhibidores 
de adhesión de células T [281]. La inhibición de la interacción ICAM-1/LFA-1 con anticuerpos 
monoclonales se ha demostrado eficaz en la supresión del rechazo alogénico [282], y en 
tratamiento de enfermedades autoinmunes como la psoriasis [283], diabetes de tipo I [284] y la 
artritis reumatoide [285]. 
 
Por todo ello MMP-13, en función de los resultados obtenidos, puede ser considerado un 
mediador en condiciones basales del NO, en el mantenimiento del vaso en un estado “sano”, 
mediante la capacidad de inhibición de la adhesión de monocitos a las paredes del vaso. A este 
respecto, nos hemos centrado en el efecto sobre ICAM-1, por lo que un estudio en profundidad 
sobre determinantes de la membrana, podría ser decisivo para comprender de forma 
concluyente los efectos observados y la capacidad de poder trasladarlos a la clínica. 
 
 
PROYECTO II: El Óxido Nítrico induce la progresión de Aneurismas de Aorta Abdominal a 
través del inductor de metaloproteinasas EMMPRIN. 
 
Nuestro trabajo ha identificado un mecanismo molecular por el cual la progresión de 
AAAs está mediada por NO, mediante la estimulación del inductor de MMPs llamado EMMPRIN. 
Tanto en aneurismas de ratones como de humanos, las proteínas iNOS, EMMPRIN y MMP-13 
están expresadas, aunque la disrupción mediante técnicas de manipulación genética en ratones 
del gen que codifica la iNOS provoca la inhibición de EMMPRIN junto con la de otros enzimas 
proteolíticos, incluídas determinadas MMPs. En ratones sanos deficientes para iNOS, los niveles 
de EMMPRIN se encuentran significativamente reducidos comparados con animales de fenotipo 
salvaje de las mismas características, y durante la progresión del AAA no aparecen cambios 
significativos ni en su expresión ni en su glicosilación. El efecto de EMMPRIN sobre la expresión 
de MMP-13 se demostró mediante la sobreexpresión de la proteína, y su silenciamiento 
mediante ARN de interferencia en células endoteliales vasculares de aorta. La relevancia de los 
resultados obtenidos fue inicialmente verificada en ratones deficientes para MMP-13, los cuales 
también se encuentran protegidos frente a la progresión del aneurisma, aun cuando la 
producción de NO en estos ratones fuera estimulada o inhibida. Lo más significativo a destacar 
es la estricta correlación entre los niveles de EMMPRIN y el incremento del diámetro de la aorta 
abdominal tanto en ratones como en pacientes de AAA. Esto ha llevado a que, en la actualidad, 
una de las líneas del laboratorio sea la posibilidad de utilizar EMMPRIN como marcador de 
progresión de la enfermedad. 
 
El papel de la enzima iNOS en el desarrollo de AAA ha sido documentado en animales y 
humanos [185, 286, 287] mediante diversas aproximaciones: inhibición farmacológica de la 
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iNOS, o adición de donadores de NO, entre otras aproximaciones. En general, el NO ha sido 
asociado a la progresión de aneurismas, demostrando la correlación entre la modificación 
postraduccional de los residuos de tirosinas en nitrotirosinas y el daño vascular [183]. De todas 
formas, las vías de señalización mediadas por NO todavía no han sido completamente descritas. 
Nosotros proponemos que EMMPRIN es una diana del óxido nítrico, provocando la conversión 
de proMMPs a MMPs activas en los aneurismas abdominales de aorta. 
 
Lee y colaboradores [286] demostraron que en ratones deficitarios para la iNOS de 12 
semanas no había cambios morfológicos significativos con respecto a los ratones de fenotipo 
salvaje. A pesar de ello, otros grupos y nosotros hemos demostrado que la falta de iNOS protege 
en ratones añosos durante la progresión de los mismos. De hecho, los autores anteriormente 
mencionados, fueron también capaces de describir una amplia nitración de proteínas y expresión 
de iNOS en animales de fenotipo salvaje, añadiendo que el incremento de la producción de NO 
en la pared aórtica y la nitración de proteínas son difícilmente eventos inocuos. La nitración de 
proteínas se considera deletérea en pacientes y en ratones, no sólo en AAA, sino también 
durante la aparición de otras enfermedades cardiovasculares [177].  
 
Los aneurismas de aorta abdominal están relacionados estrechamente con la edad, 
afectando principalmente a varones mayores de 55 años. En nuestro estudio hemos trabajado 
con ratones adultos (12 semanas) y ancianos (de 45 a 50 semanas), encontrando que es 
precisamente en los ancianos donde se correlaciona la expresión de iNOS con un incremento 
significativo del diámetro la aorta abdominal. Además, la administración exógena de NO en 
ratones deficientes para la iNOS indujo un incremento significativo en el diámetro aórtico y en la 
expresión de MMP-13 y de EMMPRIN; mientras que la inhibición farmacológica de iNOS en 
ratones con fenotipo salvaje indujo el efecto opuesto. La pérdida de control asociada a la edad 
de los mediadores inflamatorios, incluyendo la expresión de iNOS, está bien establecida; y en 
distintas situaciones es la fuente de efectos deletéreos asociados a la edad [288]. 
 
 Está ampliamente demostrado que el NO y las MMPs contribuyen significativamente a la 
patogénesis de los AAAs, aunque la implicación del NO en la regulación de las MMPs en este 
contexto ha quedado limitada al estudio de MMP-9, aunque con bastante controversia. En un 
modelo de AAA en ratas, la inhibición farmacológica de iNOS, o el tratamiento con estatinas, 
inhibió la producción de NO y la expresión de MMP-13 [289, 290]. En cambio, en un modelo de 
AAA en ratón [291], la mediación de NO en AAA no ha sido relacionado con la activación de 
MMP-9, como también nosotros hemos descrito en este trabajo. Previamente, en nuestro 
laboratorio pudimos describir el efecto inductor del NO sobre la expresión de MMP-13 en células 
aórticas endoteliales [238], que complementa este trabajo en el que mostramos la asociación 
entre NO y MMP-13 relacionados con aneurismas tanto en ratones como en humanos. 
 
 Los mecanismos por los que el NO induce la progresión de AAAs puede residir en el 
hecho de que MMP-13 puede romper una gran variedad de componentes extracelulares 
utilizados por las células endoteliales para anclarse a la pared del vaso, incluyendo colágenos 
intersticiales de tipo I y III, como previamente se ha descrito en aneurismas en humanos [250]. 
Pero además, la secreción de MMP-13 por las células endoteliales también puede regular los 
pasos iniciales del proceso inflamatorio por la modulación de la adhesión y el tráfico de 
monocitos y leucocitos como previamente se ha descrito para MMP-2 y MMP-9 [292]. En este 
contexto, y en apoyo a los hallazgos anteriormente citados, nuestro laboratorio, tal y como se 
describe en el primero de los proyectos hemos demostrado el incremento significativo de la 
infiltración monocitaria en ratones doblemente deficientes eNOS/apoE cuando se les compara 
con ratones deficientes para apoE [293].  
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EMMPRIN es un mediador inmunológico presente en aterosclerosis, hipertensión, infarto 
de miocardio e isquemia cerebral [294-299]. En este trabajo, describimos que EMMPRIN está 
también relacionado con la progresión de aneurismas, nunca descrito hasta el momento. Los 
datos relacionados con la regulación de EMMPRIN en enfermedades cardiovasculares están 
limitados a Chlamidia, Hsp 60 [300], o a PPAR-α y –γ en cultivos de monocitos [301]. Nosotros 
hemos encontrado evidencias in vivo que apuntan a que EMMPRIN es un efector de 
señalización intermedio en la expresión de MMPs mediada por NO durante la progresión del 
aneurisma. 
 
 La inducción de MMPs mediada por EMMPRIN es dependiente de su estado de 
glicosilación. Además, se ha descrito que EMMPRIN se asocia con caveolina-1 en múltiples tipos 
celulares, incluyendo células endoteliales y de músculo liso, la cual, provoca la inhibición de la 
glicosilación de la proteína [302]. Por lo tanto, las señales que disparan la liberación de 
EMMPRIN de caveolina-1, podrían ser también las responsables de la conversión de proMMPs a 
MMPs activas. De hecho, la metaloproteinasa de membrana MT1-MMP [303], es activada por 
EMMPRIN en monocitos y células de músculo liso [294], y se ha descrito que MT1-MMP induce 
la activación de MMP-13 [304]. Además, tanto MT1-MMP como MMP-13 también se asocian con 
caveolina-1, y el NO induce la expresión y activación de MMP-13 [238]. En concreto, el NO 
rompe el complejo MMP-13/caveolina-1 en células aórticas endoteliales [126]. 
 
 El NO puede inducir la expresión/actividad de MMP-13 a diferentes niveles. Puede 
promover la disociación de EMMPRIN de caveolina-1, puede inducir la expresión de EMMPRIN o 
producir la disociación de MT1-MMP de caveolina, aunque como hemos descrito en nuestro 
laboratorio, no podemos excluir un efecto directo del NO en la activación de MMP-13, que 
incluye la modificación postraduccional de la proteína como lo hace con otras MMPs [145, 305, 
306], o incluso con MMP-13 en un contexto de cierre de heridas [147]. 
 
Como anteriormente hemos mencionado, los resultados obtenidos en este trabajo nos 
han inducido a profundizar en el conocimiento del efecto de EMMPRIN en AAA, habiendo 
comenzado en el laboratorio a explorar si EMMPRIN puede ser considerado un candidato serio 
de progresión de AAA, en colaboración con otros laboratorios, debido al gran beneficio que 
puede conllevar el poder disponer de este tipo de herramientas para poder predecir el riesgo de 
cirugía de los mismos. 
 
 
 
PROYECTO III: El Inductor de Metaloproteinasas de Matriz  Extracelular (EMMPRIN) es una 
diana del Óxido Nítrico en cardioprotección. 
 
 En este proyecto hemos puesto de manifiesto, una vez más en el contexto de la 
patología cardiovascular, la relevancia del NO, en este caso como mecanismo cardioprotector 
durante la fase tardía del precondicionamiento cardiaco. Tal y como Roberto Bolli y 
colaboradores [106, 114, 194, 196, 307] habían elegantemente demostrado, el NO juega un 
papel fundamental en la protección del miocardio frente a subsecuentes eventos de isquemia, 
aunque la base molecular del efecto no esté descrita en profundidad. 
 
 Nosotros, mediante un modelo murino de isquemia/reperfusión consistente en la 
oclusión temporal de la arteria coronaria izquierda, hemos puesto de manifiesto lo anteriormente 
demostrado para el NO en cardioprotección, detectando a nivel molecular, la incidencia del factor 
vasoactivo sobre la inhibición de la expresión de MMP-9. Teniendo en cuenta la relevancia que 
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en nuestro laboratorio pudimos atribuir a EMMPRIN en una patología como los AAAs, en las que 
las MMPs juegan un papel fundamental, decidimos así mismo evaluar la relevancia de este 
inductor de MMPs en el contexto del miocardio isquémico. De esta forma, hemos descrito que 
uno de los mecanismos por los que el NO participa como agente protector, es mediante la 
inhibición de la expresión de EMMPRIN a nivel transcripcional y postranscripcional. 
 
 Con objeto de profundizar en el conocimiento del mecanismo de la expresión de 
EMMPRIN mediada por el NO, decidimos clonar la región promotora murina del mismo, hasta el 
momento desconocida. Gracias a ello, en ensayos de transfección transitoria de plásmidos con 
la secuencia clonada y mutantes de deleción y sustitución de la misma, tanto en macrófagos o 
en la línea de cardiomiocitos HL-1, pudimos visualizar cómo el efecto represor de la transcripción 
ejercido por el NO se localiza en el sitio de unión al factor de transcripción E2F, localizado en la 
región distal del promotor clonado por nosotros. Por otra parte, en ensayos clásicos de inhibición 
transcripcional, hemos descrito que, a su vez, el efecto represor del NO sobre EMMPRIN radica 
adicionalmente en la capacidad de éste para incrementar la inestabilidad de su mensajero. Por 
todo ello, EMMPRIN se postula como una de las dianas moleculares del NO en la protección 
miocárdica. 
 
 El efecto modulador del NO sobre la protección del miocardio, fue verificado in vivo en 
ensayos de inhibición farmacológica de la actividad de iNOS en ratones de fenotipo salvaje 
sometidos a isquemia/reperfusión, recuperando el mismo fenotipo de daño cardiaco detectado 
de forma “natural” en los ratones deficientes para iNOS, sometidos a isquemia/reperfusión. 
Sorprendentemente pudimos verificar la inhibición del factor por una reducción significativa de 
MMP-9, diana de EMMPRIN en el corazón, así como una también significativa recuperación 
parcial de la contractibilidad del miocardio, evaluada en función de distintos parámetros, incluida 
la fracción de eyección. 
 
 La principal novedad de nuestro trabajo se basa en el hecho de que EMMPRIN nunca ha 
sido asociado previamente durante procesos de isquemia y posterior reperfusión asociado al 
precondicionamiento en las arterias coronarias. Otros autores han demostrado que la isquemia 
de las arterias coronarias conduce a un infarto agudo de miocardio, con expresión de EMMPRIN 
y la inducción de MMPs mediadas por EMMPRIN en monocitos infiltrados [294, 308]. Nosotros 
aportamos luz al proceso mostrando que la reperfusión de la arteria coronaria, tras 30 minutos 
de isquemia, promueve el inicio de procesos implicados en la cardioprotección a través, como 
mínimo, de la inhibición de la expresión EMMPRIN mediada por NO. Esto fue demostrado en 
ratones que expresan iNOS cuando los comparábamos con ratones deficitarios para dicha 
enzima o así como en ratones de fenotipo salvaje con la enzima inhibida farmacológicamente. La 
consiguiente regulación de MMPs asociadas a EMMPRIN fue demostrada en ratones tratados 
con anticuerpos neutralizantes anti-EMMPRIN, lo que redujo los niveles de MMP-9 a las 24 
horas tras la reperfusión, protegiendo el corazón del daño cardiaco. Evidencias indirectas a 
nuestros hallazgos apuntan en la misma dirección, ya que recientemente se ha puesto de 
manifiesto en cardiomiocitos de rata la estimulación de la expresión de EMMPRIN a través de 
receptores de tipo β-adrenérgico [309], habiendo además constatado en humanos un incremento 
en los niveles de EMMPRIN en el ventrículo izquierdo de pacientes que han sufrido infarto de 
miocardio [310]. 
 
 Otros estudios han mostrado que el NO ejerce su función cardioprotectora mediante la 
activación de COX-2 a través del factor de transcripción proinflamatorio NF-κB [311], o la 
aceleración de canal mitocondrial de K+-ATP a través de la inducción de PKC-δ [312], o la 
interacción PKC-ε con RACK [313, 314]. En nuestro trabajo, en un paso hacia la traslación 
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posible de nuestros resultados a la clínica,  hemos detectado que el NO inhibe la expresión de 
EMMPRIN en corazones sujetos a isquemia/reperfusión, detectando que el tratamiento 
encaminado a su inhibición supone una mejoría significativa de la contractibilidad en el tiempo, 
haciendo que EMMPRIN sea una de las dianas futuras de nuestro laboratorio a tener en cuenta 
en relación a su posible utilización como diana terapéutica para el tratamiento de la isquemia 
cardiaca temprana. 
 
 Recientemente ha sido demostrado el efecto cardioprotector del NO mediante la 
prevención de la transición de permeabilidad de poro mitocondrial, atenuando la reperfusión 
inducida por la producción de radicales libres de oxígeno mediante la sobreexpresión de la 
enzima iNOS en corazones transgénicos y en corazones con fenotipo salvaje tratados con 
ciclosporina (CsA), un  inhibidor de la transición de permeabilidad mitocondrial; aunque los 
mecanismos subyacentes siguen siendo desconocidos [194]. Además, teniendo en cuenta de 
que la CsA induce la nitración de residuos de tirosinas en proteínas mediante peroxinitrito [315], 
sería relevante evaluar los niveles de EMMPRIN, y su posible estado de modifación 
postraduccional, asociada al daño cardiaco y el subsecuente disparo de la cascada de enzimas 
proteolíticos, tanto en animales tratados con CsA y animales sujetos a un proceso de 
isquemia/reperfusión. 
 
 El NO modula la expresión de diversos genes relacionados con enfermedades de tipo 
cardiovascular, a través de diferentes mecanismos, entre los que está la vía de señalización de 
GMPc/PKG [316]. En este trabajo hemos descrito que el NO induce la represión transcripcional 
de EMMPRIN a través de esta vía, una quinasa que regula el NO en el precondicionamiento 
tardío [317], que además se ve reducida en el fallo cardiaco crónico [318]. Hemos observado una 
represión transcripcional del 30% de EMMPRIN a través del sitio de unión del factor de 
transcripción E2F, que previamente ha sido descrito su papel como represor transcripcional de 
genes implicados en complicaciones cardiovasculares, también anteriormente descrito para el 
gen que codifica la enzima PAI-1 [319].  
 
 Además de la represión transcripcional, el NO regula la función de las proteínas 
mediante la modificación postraduccional de las mismas. A este respecto, se ha observado que 
la S-nitrosilación y la nitración de tirosinas promueven la inhibición o la activación de proteínas 
en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson o de tipo cardiovascular [145, 147, 176]. De 
hecho, la protección mediada por el NO durante el precondicionamiento isquémico está asociado 
a la S-nitrosilación y a la inhibición del canal de calcio de tipo L, por lo que se reduce la carga de 
dicho anión durante la isquemia [320, 321], y a la activación de PKC-ε por su nitración en 
cardiomiocitos [313]. Por todo lo anterior, no podemos excluir una posible modificación 
postransduccional de EMMPRIN inducida por el NO. 
 
 El papel de los dominios en la región 3’-no traducida (3’-UTR) del ARN mediando la 
estabilidad de ARN mensajero (ARNm) en patología cardiovascular, incluyendo el infarto de 
miocardio, ha sido descrito en diferentes genes, como la propia iNOS, los receptores 
adrenérgicos, los receptores de angiotensina II, la eNOS, la ciclooxigenasa, el factor de 
crecimiento vascular endotelial, el factor de necrosis tisular, la globina, la elastina, distintos tipos 
de colágenos, proteínas relacionadas en la regulación del ciclo celular, citoquinas y linfoquinas, 
habiéndose descrito que cambios en la estabilidad del ARNm están asociados a cortos periodos 
de isquemia [322]. En este trabajo, hemos descrito que el NO reduce la estabilidad del ARNm de 
EMMPRIN en cardiomiocitos. 
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6.- Discusión.
 En definitiva, los resultados presentados en esta parte de la tesis muestran a EMMPRIN 
como una diana del NO durante la isquemia/reperfusión del corazón. La inhibición selectiva de 
EMMPRIN con anticuerpos específicos restaura parcialmente la función cardiaca e inhibe la 
expresión de MMP-9. En la actualidad nuestro laboratorio está especialmente interesado en 
evaluar en total profundidad la posible utilización de EMMPRIN como molécula diagnóstica/diana 
para el posible tratamiento temprano de la enfermedad isquémica cardiaca. 
 
90
  
 
 
  .-  7 Conclusiones. 
 
  
PROYECTO I: La deficiencia de Óxido Nítrico de origen endotelial reduce la ruptura de 
ICAM-1 mediada por MMP-13 en el endotelio vascular: Rol en Aterosclerosis. 
 
1.- La ausencia de la enzima Óx ido Nítrico Sintasa endotelial, eNOS, en un modelo de ratón 
aterosclerótico doblement e defic iente para los genes eNOS/apoE  agrava el desarrollo de la 
enfermedad,  aumentando el número de lesiones ateroscleróticas y el tamaño de las mismas, así 
como la cantidad de células inflamatorias infiltradas en el vaso. 
2.- La deficiencia de la enzima eNOS produce una disminución de la expresión y actividad de 
MMP-13. 
3.- MMP-13 digiere de forma específica la pr oteína de adhesión celu lar ICAM-1, habiendo 
demostrado que en presencia de MMP-13 la capaci dad de adhesión macrofágica se encuentr a 
significativamente reducida en ensayos de adhesión celular. 
 
 
PROYECTO II: El Óxido Nítrico induce la progresión de Aneurismas de Aorta Abdominal a 
través del inductor de metaloproteinasas EMMPRIN. 
 
1.- La ausencia de la enz ima Óxido Ní trico Si ntasa inducible, iNOS, en un modelo murino de 
aneurisma de aorta abdominal, protege frente a la progresión de la enfermedad tanto en ratones 
previamente sanos, como atero scleróticos en un modelo doblemen te deficitario para los genes  
iNOS/apoE. 
2.- A nivel molecular, la ausencia de NO por la vía inducible supone una disminución significativa 
en la induc ción de MMP-13, el inductor de metalopr oteinasas EMMPRIN, así como la nitración 
de tirosinas tr as la formación del aneur isma en el tiempo, efecto detectado in vivo y en células 
endoteliales de aorta murina. 
3.- Por primera vez se ha demostrado la relevanc ia de EMMPRIN sobre los niveles de expresión 
de MMP-13, detectando que su sobreexpresión c onlleva un aumento de la expresión y la 
actividad de esta metaloproteasa en endotelio vascular de aorta. 
4.- Los niveles de EMMPRIN se asocian de forma si gnificativa con cambios en el diámetro de la 
aorta abdominal, tanto en el modelo murino des arrollado en nuestro laboratorio, como en 
muestras de pacientes a fectados de AAA, lo que dota a nue stro estudio de una espe cial 
relevancia, y apuntando a este regulador como un candidato para el pronóstico de la progresión 
de aneurisma. 
 
 
PROYECTO III: El Inductor de Metaloproteinasas de Matriz  Extracelular (EMMPRIN) es una 
diana del Óxido Nítrico en cardioprotección. 
 
1.- La ausencia de la enz ima Óxido Ní trico Si ntasa inducible, iNOS, en un modelo murino de 
isquemia/reperfusión de la arteria coronaria, ti ene como consecuencia un incremento del daño 
cardiaco, en comparación con animales que producen NO por la vía inducible. 
2.- La ausencia de iNOS, en el modelo de isquemia /reperfusión, se asocia directamente con un 
incremento en la ex presión tanto de EMMPRIN como de su diana,  la metaloproteinasa M MP-9, 
previamente descrita com o factor  importante del daño asoc iado al  infarto de miocardio.  En 
ratones de fenotipo salvaje, por el contrario, la isquemia/reperfusión dispara los niveles de NO en 
el tejido miocárdico, reduciendo significativamente la expresión de EMMPRIN y MMP-9. 
3.- La inhibic ión de EMM PRIN se enc uentra res tringida a los cardiomioc itos, y se debe a un 
mecanismo dual de inhibición de la transcripción a través del sitio del factor de transcripción E2F 
y de la disminución de la  estabilidad de ARNm. La inhibic ión transcripcional del promotor de 
7.- Conclusiones.
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EMMPRIN, clonado en nuestro laborator io, se lleva a cabo a través de la activac ión de la ruta de 
GMPc/PKG a través de la activación del factor de transcripción E2F. 
4.- El tratamiento inhibitorio mediante ant icuerpos específicos anti-EMMPRIN, en animales  
sometidos a isquemia/reperfusión, tiene como c onsecuencia la inhibición de MMP-9 y de forma 
significativa, la restauración parcial de la función cardiaca. Los resultados así obtenidos hacen de 
EMMPRIN a ser considerado en nuestro laboratorio  como un serio candidato a su posible 
utilización en el tratamiento de la isquemia coronaria. 
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